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SUMMARY
 The vast majority of Alzheimer’s disease (AD) cases have a complex etiology, with multiple 
genetic and environmental factors inﬂuencing its pathogenesis. Recently, herpes simplex virus type 1 
(HSV-1) has been related with this dementia in conjunction with several host factors as the allele ε4 
of the apolipoprotein E. HSV-1 may reach the central nervous system (CNS) via either the neural or 
the hematogenous route. Although the main route for HSV-1 infection in humans is certainly neural, 
hematogenous infection could be important in some contexts, especially when immune system is 
affected. In fact, if HSV-1 plays a true role in this dementia, the mechanisms of the immune system 
should be also compromised. HSV-1 expresses an immediate-early protein (ICP47) that blocks 
the major histocompatibility complex class I presentation pathway, by binding to the transporter 
associated with antigen presentation (TAP). Human TAP forms a heterodimer consisting of TAP1 and 
TAP2 subunits, where the TAP2B variant (but not TAP2A), has been associated to AD.
 In the present work, several infection parameters were analysed in order to characterise 
the HSV-1 challenge to the CNS. In this sense, the neural and hematogenous routes of infection 
were studied. For the neural route, intranasal and snout abrasion inoculations were employed; for 
the hematogenous route, intraperitoneal and intravenous vias were used. Additionally, the virulence 
and invasiveness of two viral strains (KOS and F) were analysed. Then, the inﬂuence of the ICP47 
viral protein in the infection (in conjunction with murine TAP protein) was studied. Finally, three 
transgenic mouse lines with the main human TAP variants were generated: TAP1A, TAP2A and 
TAP2B. Furthermore, the analysis of the transgenic mice has proven that the pattern of expression of 
the transgenes in the nervous system.
 The results here obtained indicates that: (i) hematogenous route is more efﬁcient than neural 
route for the HSV-1 infection; (ii) hematogenous and neural routes describe two different pathways to 
colonise the brain by the HSV-1; (iii) ICP47 viral protein inﬂuences general invasiveness; (iv) murine 
TAP is irrelevant for the viral infection; (v) the neuroinvasiveness of the ICP47 defective virus is 
recovered in TAP deﬁcient mice; (vi) three transgenic mouse lines containing the main human TAP 
variants (TAP1A, TAP2A and TAP2B) were constructed.
 Here, the HSV-1 infection to the CNS has been characterised, and several host and viral 
factors inﬂuencing the brain infection were analysed, especially the ICP47 and the TAP protein. 
Moreover, three transgenic mouse lines containing the several human variants of TAP have been 
generated. These animals could be used as tools for the investigation of several human diseases, 
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1.1. Características generales del HSV-1
 El término “herpes” aparece por primera vez 2 500 años a.e.c., procede del griego y signiﬁca 
“reptar” lo que describe las clásicas lesiones observadas en la piel. A lo largo de la historia la 
investigación sobre los herpes se ha desarrollado desde la mera clasiﬁcación de las lesiones hasta la 
descripción de la enfermedad, su epidemiología y, por último la caracterización molecular (Roizman 
y Whitley, 2001). 
Figura I1. Estructura del HSV-1. Imagen de 
microscopía electrónica que muestra la estructura 
característica de los herpesvirus, donde se pueden 
apreciar la envuelta, la matriz y la cápsida icosaédrica. 
Imagen adaptada de Linda M Stannard (http://web.uct.
ac.za/depts/mmi/stannard/emimages.html). 
 El Herpes Simplex Virus tipo 1 
(HSV-1) pertenece a la familia Herpesviridae, 
subfamilia Alphaherpesvirinae, género 
Simplexvirus.
 Los herpesvirus, y en concreto el 
HSV-1, se caracterizan por la arquitectura del 
virión que consiste en un núcleo, que contiene 
DNA lineal de doble cadena, una cápsida 
icosaédrica de aproximadamente 110 nm de 
diámetro, el tegumento o matriz, que es el 
material que rodea la cápsida que contiene 
de 15 a 20 proteínas, y ﬁnalmente la envuelta compuesta por, al menos 8 glicoproteínas del virus 
(Roizman, 1996) (ﬁgura I1). 
 Los herpesvirus están ampliamente diseminados en la naturaleza, donde casi todas las especies 
animales poseen, al menos, un virus herpes asociado. La familia de los herpes ha evolucionado para 
lograr una alta adaptación al ser humano: estos virus se caracterizan por un ciclo reproductivo corto, 
una eﬁciente destrucción de la célula infectada (durante el ciclo lítico) y la capacidad de establecer 
latencia, principalmente en los ganglios sensoriales (Ward y Roizman, 1994), aunque también en 
regiones del encéfalo (Baringer y Pisani, 1994).
 Desde el punto de vista molecular, el HSV-1 presenta una estructura similar al resto de los 
integrantes de la familia Herpesviridae. El genoma viral, de aproximadamente 150 kb, consiste en 
dos componentes unidos covalentemente y designados como L (del inglés long) y S (del inglés short) 






1996). Esta molécula de DNA termina en las secuencias a que permiten la circularización del genoma 
durante la infección latente, mientras que el DNA permanece de forma lineal durante el ciclo lítico en 
el cual se produce la expresión génica (Rock y Fraser, 1983).
 El genoma del virus codiﬁca para aproximadamente 100 transcritos y más de 80 secuencias 
Figura I2. Mapa genético y estructura del genoma 
de HSV-1. Esquema representativo de todos los 
genes virales y su situación en el genoma. Adaptado 
de The Homepage of Dr. Edward K. Wagner (http://
darwin.bio.uci.edu/~faculty/wagner/hsv7f.
html). UL y US representan las secuencias 
únicas long y short. RL y RS representan las 
secuencias repetidas long y short. (Weir, 2001).
codiﬁcantes (Ward y Roizman, 1994). El patrón general 
de expresión génica fue descrito hace más de 20 años, y 
reﬂeja una elegante y compleja regulación que permite 
a un virus con un material genético de pequeño tamaño 
expresar un alto número de genes. Se replica en tres 
rondas de transcripción que producen tres grupos de 
proteínas virales que se pueden clasiﬁcar en α, β, y γ. 
Las α (inmediatamente tempranas) son las encargadas 
principalmente de la regulación de la replicación viral. 
Estas proteínas activan la transcripción de otros genes 
virales sirviéndose de factores celulares. Las proteínas 
β (tempranas) se encargan principalmente de la síntesis 
y el empaquetamiento del DNA viral. Por último, las 
proteínas tardías βγ y γ (estrictamente tardías) son 
proteínas estructurales que forman parte del virión (Weir, 2001). 
Figura I3. Esquema de la conexión del 
nervio trigémino con el ganglio trigémino, 
lugar de entrada del virus en la ruta neural. 
1.2. Ciclo biológico de la infección por HSV-1
1.2.1. Primoinfección o infección primaria
 La infección primaria se deﬁne como el proceso 
infectivo asociado al primer contacto con el hospedador. 
Normalmente se produce de forma asintomática, aunque 
en algunos casos puede producir lesiones en los lugares de 
primoinfección, que superan en intensidad a los síntomas 
desarrollados en infecciones recurrentes debido a una 
respuesta inﬂamatoria mayor (Whitley, 1996). 
 Habitualmente durante la infección primaria el virus 







entra en contacto con superﬁcies mucosas o heridas en la piel (ﬁgura I3). Tras la replicación viral 
en el lugar de la infección, el virus viajará mediante transporte retrógrado axonal hasta los ganglios 
trigémino o sacro (de la raíz dorsal) (Baringer y Swoveland, 1973), sitios preferenciales del virus para 
el establecimiento de la latencia. (Weir, 2001; Whitley y Roizman, 2001). Tras el establecimiento de la 
latencia, un estímulo apropiado puede causar la reactivación viral (ﬁgura I4) que se hace evidente en 
los sitios de infección primaria. No obstante, se ha descrito que la infección puede afectar a múltiples 
órganos como consecuencia de la viremia en individuos inmunosuprimidos (Whitley, 1996).
Figura I4. Esquema 
del ciclo biológico 
del HSV-1. Imagen 
adaptada de The 
Homepage of Dr. 
Edward K. Wagner 
(ht tp: / /darwin.bio.
u c i . e d u / ~ f a c u l t y /
wagner/hsv7f.html).
 La primoinfección también puede ocurrir a través de la sangre en lo que se conoce como 
infección hematógena del virus (Johnson, 1964). Mediante esta ruta se produce una infección sistémica 
a partir de la viremia que afecta a órganos periféricos entre los que se encuentran el hígado, el bazo, 
Figura I5. Esquema de la conexión de la glándula 
adrenal con la médula espinal y el hipotálamo. Imagen 
adaptada de www.netterart.com, Dr. Frank H. Netter.
los ovarios y la glándula adrenal (Burgos et al., 
2002a; Johnson, 1964). Esta glándula permite 
el acceso del virus a la médula espinal a través 
de conexiones anatómicas del eje hipotálamo-
hipóﬁsis-glándula adrenal (Hill et al., 1986b). 
Tras la infección de estos órganos periféricos el 
virus alcanza el encéfalo y los ganglios trigéminos 
(Burgos et al., 2002a; Cook and Stevens, 1973) 














de la infección 
productiva
Algunos genomas
virales llegan al SNC





(Burgos et al., 2006b), como se ha demostrado en nuestro laboratorio en un modelo murino de 
infección hematógena tras inoculación intraperitoneal (Burgos et al., 2002a; Ramírez, 2006), lo que 
corrobora los trabajos realizados por Jonhson a principios de los años 60 (Johnson, 1964). 
 Esta ruta de infección se ha descrito que puede ocurrir de forma natural en individuos 
inmunosuprimidos y en neonatos (Arvin et al., 1982; Burgos et al., 2006b; Johnson, 1964; Montgomerie 
et al., 1969; Whitley, 1996). Recientemente en nuestro laboratorio se ha demostrado que, al menos en 
ratones, existe una ruta natural de transmisión vertical del HSV-1 de carácter puramente hematógeno 
(Burgos et al., 2006a), puesto que el virus infecta al feto desde la sangre de madres latentemente 
infectadas a través de la placenta. En los neonatos el virus se encuentra en la sangre y en el sistema 
nervioso central (SNC), debido al carácter neurotrópico del HSV-1, especialmente en las neuronas 
del hipocampo desde donde se puede producir la reactivación viral. Este fenómeno de transmisión 
vertical hematógena podría explicar la viremia comúnmente detectada en neonatos en humanos, así 
como la mortalidad asociada al herpes neonatal, y el carácter sistémico de la infección del HSV-1 en 
neonatos. 
1.2.2. Evasión del sistema inmune
 La infección por HSV-1 provoca, tanto en humanos como en animales, una respuesta 
inmunológica del hospedador mediada por la respuesta inmune humoral, a nivel de anticuerpos 
circulantes y también por la respuesta inmune celular, incluyendo linfocitos T citotóxicos (CD8+), T 
ayudantes o helper y células T de memoria (Lopez y O’Reilly, 1977). El valor relativo de cada uno 
de ellos depende en gran medida de la ruta de infección utilizada por el virus (Lopez, 1975). 
 Como parte del proceso de co-evolución entre el virus y el hospedador, el HSV-1 ha desarrollado 
una serie de mecanismos para escapar de la vigilancia del sistema inmune, lo que explicaría en parte 
la alta prevalencia del virus en la población. Los linfocitos T citotóxicos se encargan de reconocer 
células infectadas por el virus a través de los antígenos virales expuestos por el complejo mayor de 
histocompatibilidad de clase I (las siglas en inglés: MHC I). El HSV-1 inhibe el transporte de estas 
moléculas a la superﬁcie celular (Fruh et al., 1995; Hill et al., 1994) mediante la unión del polipéptido 
viral ICP47 (proteína de infección celular 47) al transportador asociado al procesamiento de antígenos, 
TAP (Hill et al., 1995), evitando así la actuación de estos linfocitos T citotóxicos sobre las células 
infectadas. Además se ha descrito que el HSV-1 puede producir la destrucción de los linfocitos CD4+ 
y CD8+ tras su infección (Cook y Stevens, 1973), mediante un mecanismo acuñado como “fraticidio” 
(Raftery et al., 1999). 
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 Las células B juegan un papel importante en la defensa tanto humoral, con la producción de 
anticuerpos contra el HSV-1 (Simmons y Nash, 1985), como adquirida, al funcionar como células 
presentadoras de antígenos y así activar a los linfocitos CD4+ (Deshpande et al., 2000). El HSV-1 
ha desarrollado mecanismos para interferir en la habilidad de las células B de activar a las células 
CD4+ mediante el bloqueo de la formación del Complejo Mayor de Histocompatibilidad de tipo II 
(MHC II)-péptido (Neumann et al., 2003), lo que en último término signiﬁcaría la evasión del sistema 
inmune humoral de especial relevancia en las infecciones primarias. 
 El HSV-1 presenta además otros mecanismos que afectan a esta respuesta humoral como es la 
inhibición del complemento y el dominio Fc de las inmunoglobulinas G mediante las glicoproteínas 
E y C (Lubinski et al., 2002). Este virus ha desarrollado, de manera adicional, mecanismos para 
evitar la respuesta inmune innata que se presenta en las primeras rondas de replicación viral ya que 
interﬁere en la activación de las células Natural Killer (NK) por parte de las células dendríticas 
activadas durante la infección viral, mediante la supresión del reciclado de las moléculas CD1 (Yuan 
et al., 2006). Estas moléculas son similares en estructura y función a las del MHC I, aunque presentan 
lípidos y glicolípidos a los receptores de las NK (Grubor-Bauk et al., 2003). 
1.2.3. Latencia 
 La latencia se ha deﬁnido de forma clásica como la persistencia del genoma viral sin la 
producción de partículas infectivas, desde la que se puede producir la reactivación (Roizman et al., 
1965). Sin embargo, esta fase se caracteriza por una leve transcripción de los genes líticos, a pesar de 
que el virus se encuentra en una forma no replicativa (Kramer y Coen, 1995). De hecho, las técnicas 
de detección más sensibles han permitido detectar la expresión de genes líticos como ICP4, timidin 
kinasa (tk), ICP0, ICP27 e ICP6 (Chen et al., 2002; Kramer y Coen, 1995). No obstante, no ha sido 
aclarado si la activación de estos genes es debida a reactivaciones espontáneas o a niveles muy bajos 
de expresión en neuronas concretas (Feldman et al., 2002). 
 En humanos el virus establece latencia principalmente en las neuronas de los ganglios 
sensoriales (Baringer y Swoveland, 1973), aunque se ha propuesto que también reside en forma 
latente en otras regiones del encéfalo (Baringer y Pisani, 1994; Rock y Fraser, 1983; Sequiera et al., 
1979). Recientemente, Chen y colaboradores han demostrado que tras la infección corneal del HSV-
1, el virus puede reactivarse no sólo desde el ganglio trigémino, sino también desde el tallo cerebral 
(Chen et al., 2006).
 El estado de latencia puede venir determinado por varios factores, como el nivel de virus 
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producido en la replicación en la infección primaria, que puede estar directamente relacionado con 
el número de copias de genoma en latencia (Sawtell et al., 1998). Factores celulares del hospedador 
también afectan al estado de latencia. En este sentido, resultados de nuestro laboratorio han mostrado 
en un modelo murino de infección hematógena que la presencia de la isoforma ε-4 del gen de la 
apolipoproteína E (APOE-ε4), afecta a los niveles de HSV-1 detectados en la infección primaria 
(aguda) y proporcionalmente a los niveles en la fase de latencia (Burgos et al., 2006b). El estado 
inmunológico del hospedador, en concreto los linfocitos T CD8+, ejerce además un papel fundamental 
inﬂuyendo en el mantenimiento de la latencia (Decman et al., 2005; Whitley y Grann, 1993). De 
hecho, se ha demostrado que en pacientes inmunosuprimidos las infecciones recurrentes son más 
habituales (Decman et al., 2005; Whitley, 1996). 
 Durante la latencia, el genoma viral adopta una conﬁguración circular (Rock y Fraser, 1983) y 
se mantiene en el núcleo de forma episomal, sin integrarse en el genoma celular (Mellerick y Fraser, 
1987). Esta disposición evita la replicación viral, excepto para el transcrito asociado a latencia, LAT 
(Stevens et al., 1987), del que no se ha encontrado evidencia directa de que codiﬁque ninguna proteína. 
Se ha sugerido que el control de la transcripción viral podría venir mediado por una regulación 
de la unión de las histonas celulares a los genes líticos, mientras que las regiones reguladoras de 
estos genes, así como el promotor de LAT se mantendrían en un estado accesible para la activación 
(Mitchell et al., 2003). 
 El estudio con virus mutantes deﬁcientes en LAT ha revelado una mayor virulencia de 
estos virus aunque la capacidad para establecer latencia permanece intacta, al contrario que con la 
reactivación (Sawtell and Thompson, 1992a). Así pues parece ser que el transcrito LAT juega un 
papel clave en la reactivación pero no en la latencia (Sawtell y Thompson, 1992a). No obstante, la 
función que desempeña LAT aún no está clara y se han propuesto varias funciones para este transcrito 
(Kent et al., 2003) (Tabla I1).
Tabla I1. Funciones propuestas para el transcrito LAT. (Kent et al, 2003)
Thomas et al, 1999; Thomas et al, 2002
Inman et al, 2001
LAT codifica para una proteína que 
activa promotores de genes líticos
Antiapoptótico
Reactivación
Farrel et a, 1991; Stevens et al, 1987
Chen et al, 1997
Secuencia antisentido de ICP0
Secuencia antisentido de ICP4
Mantenimiento de latencia
Perng et al, 2000; Ahmed et al 2000
Garber el al, 1997; Mador et al, 1998
Chen et al, 2000
Antiapoptótico
Modulador de infección aguda






 En humanos, el virus se reactiva como consecuencia de estímulos locales de estrés físico o 
emocional que provocan situaciones de inmunosupresión (Decman et al., 2005). Entre el 20% y el 
40% de la población sufre reactivaciones espontáneas en forma de herpes labiales (Johnson, 1998), 
aunque estas reactivaciones en muchas ocasiones son de carácter asintomático (Whitley, 1996). 
 La reactivación implica un cambio en el cual el virus pasa desde un estado quiescente hasta un 
estado replicativo. En modelos animales existe evidencia de que durante este proceso de reactivación 
se produce la muerte neuronal (Hill et al., 1987), aunque este fenómeno es un tema controvertido en 
humanos. 
 Los mecanismos que controlan el proceso de reactivación son poco conocidos. Se ha sugerido 
que el estrés celular provoca una situación en la neurona que puede activar los genes celulares y virales 
necesarios para la reactivación (Miller et al., 1998), aunque los genes virales responsables del inicio 
del proceso no han sido claramente establecidos. En este contexto se ha propuesto que LAT juega un 
papel importante (Roizman, 1996), así como la expresión de ICP4 o ICP0 (Samaniego et al., 1997). 
Además se ha sugerido que el orden temporal de expresión de los genes líticos diﬁere de la infección 
lítica (Tal-Singer et al., 1997), de modo que genes de expresión tardía, como el gen de la timidin 
kinasa (tk) podrían iniciar el proceso. Otro factor que parece estar implicado en la reactivación es el 
número de copias virales (Kosz-Vnenchak et al., 1993). Así, Sawtell y colaboradores comprobaron 
que existe una correlación entre el número de copias y la capacidad del virus para reactivarse, donde 
un alto número de copias es crítico para sobrepasar el efecto represor de los factores celulares que 
mantienen el estado de latencia (Sawtell et al., 1998). Kramer y Coen propusieron que los procesos 
de reactivación eﬁcientes se restringen a poblaciones concretas de neuronas, donde se han de alcanzar 
unos niveles de expresión suﬁcientes de los genes líticos para llegar satisfactoriamente a producir 
reactivaciones evidentes. Factores como el tejido, el tipo celular, la cepa viral o el hospedador 
intervienen en la facilidad para sobrepasar esos límites (Kramer y Coen, 1995). 
 Feldman y colaboradores demostraron la presencia de neuronas aisladas que expresan altos 
niveles de genes líticos (Feldman et al., 2002). Estas neuronas se encuentran rodeadas de células del 
sistema inmune aun en ausencia de detección de antígenos virales. Este proceso, que denominaron 
“reactivación molecular”, tan solo ocurre en algunas neuronas concretas, mientras que la mayoría de 
las neuronas expresan simplemente el transcrito LAT (Feldman et al., 2002). Este fenómeno explicaría 
la presencia constante de linfocitos CD8+ y su papel en el mantenimiento de la latencia, de modo que 
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cualquier estímulo que disminuya los niveles inmunológicos que mantienen a las neuronas en estado 
de latencia provocará el desencadenamiento de un proceso de reactivación (Decman et al., 2005).
1.3. Epidemiología de la infección por HSV-1 y enfermedades asociadas
Figura I6. Seroprevalencia en individuos 
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 El HSV-1 presenta una alta prevalencia 
independientemente del grupo poblacional analizado. 
Diversos estudios indican que el HSV-1 tiene una 
seroprevalencia de entre el 70% y el 95% (Whitley y 
Grann, 1993) dependiendo de la localización geográﬁca 
(ﬁgura I6). La infección primaria, normalmente se produce 
en edades tempranas, y depende en gran medida del 
estatus inmunológico del hospedador, ya que los neonatos 
e individuos inmunosuprimidos son más susceptibles a la 
infección (Whitley, 1996). 
 Aunque la infección por el HSV-1 es generalmente asintomática, ocasionalmente es la causante 
de diversas enfermedades de diferente gravedad. Clásicamente las patologías se han clasiﬁcado 
atendiendo a las manifestaciones clínicas producidas: herpes labial, que cursa en función de la 
gravedad con úlceras (calenturas), ﬁebre, gingivoestomatitis y edema; herpes genital, que provoca 
úlceras y pústulas en las mucosas; queratitis herpética, donde se produce la destrucción de las células 
epiteliales de la córnea y la inﬁltración de células inﬂamatorias; ceguera causada por el HSV-1; 
afecciones de la piel, generalmente manifestadas en forma de eccema herpético; herpes neonatal y 
encefalitis (Whitley, 1996). 
 Como se ha indicado anteriormente, la infección del HSV-1 en neonatos es de particular 
importancia. De hecho, la infección neonatal del herpes, aunque ocurre en menor frecuencia que 
el herpes genital, llega a alcanzar valores de 1 de cada 2 000 ó 5 000 partos (Whitley, 1996). La 
infección en neonatos puede ocurrir en tres estadios: in utero, durante el parto o post-parto. De éstas 
la más habitual es la infección durante el canal del parto a partir de la madre (Whitley, 2004), aunque 
la infección intrauterina puede tener gran relevancia. Recientemente, se ha demostrado la transmisión 
vertical in utero del HSV-1 en un modelo murino donde la infección se produce de la madre al hijo 
por vía hematógena (Burgos et al., 2006b). 
 La encefalitis provocada por herpes (HSE, del inglés Herpes Simplex Virus Encephalitis) 
es la causa más común de encefalitis tanto en niños como en adultos con una tasa de mortalidad 
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que llega al 70% (Whitley et al., 1981) y donde solo el 2.5% de los casos recuperan una actividad 
neurológica normal (Tyler, 2004; Whitley, 1996). En adultos, más de dos tercios de los casos de 
encefalitis afectan a individuos mayores de 50 años, de lo que se deduce que el virus proviene 
de una reactivación recurrente antes que de una infección primaria (Koskiniemi et al., 1996). La 
patología de esta enfermedad cursa con inﬂamación local, necrosis y cuerpos de inclusión (Johnson, 
1998), que junto con algunas manifestaciones clínicas de esta enfermedad, (ﬁebre, alteración de la 
consciencia, comportamiento extraño y desorden mental), pueden ser indicativas de las zonas del 
encéfalo afectadas por la infección como el lóbulo temporal (Whitley et al., 1981). Sin embargo, en 
neonatos esta patología suele ser más difusa (Johnson, 1998). La causa del proceso de encefalitis se ha 
estudiado mediante modelos animales. En un modelo murino se demostró que el virus puede alcanzar 
el SNC a través del tracto olfatorio (Tomlinson y Esiri, 1983) desde donde infectaría las regiones 
afectadas en los cerebros de pacientes con HSE (Johnson, 1998), pero también se ha propuesto que 
la encefalitis podría estar causada por la reactivación del virus desde los ganglios trigéminos o desde 
otras regiones del encéfalo donde establece latencia (Baringer y Pisani, 1994).
 Recientemente se ha relacionado al HSV-1 con la enfermedad de Alzheimer debido a que 
las regiones principalmente infectadas coinciden con las que se ven más afectadas en esta demencia 
(Ball, 1982). Además, diversos estudios epidemiológicos han demostrado la asociación del HSV-1 y 
de esta enfermedad neurodegenerativa en individuos portadores del alelo APOE-ε4 (Itzhaki, 2004; 
Itzhaki y Lin, 1998; Itzhaki et al., 1997). Debido a su particular importancia, esta asociación será 
descrita con más detalle posteriormente.
1.4. Modelos experimentales de infección por HSV-1 
1.4.1. Modelos animales
 Los modelos animales se utilizan para el estudio de la infección del HSV-1 desde hace décadas, 
sobre todo en el desarrollo de vacunas y agentes antivirales. La aproximación de estos modelos a 
la patogénesis en humanos presenta diferencias, pero dichos modelos son sistemas únicos para el 
estudio de la infección del HSV-1. 
 Las principales especies utilizadas para el análisis de la infección son por este orden el 
ratón, el conejo y la cobaya (Kern, 1999). Factores como la cepa del hospedador, la ruta y el sitio 
de inoculación, así como la cepa viral utilizada son susceptibles de modiﬁcar la progresión de la 
enfermedad. 
 Las diferentes fases del virus pueden verse afectadas en función del hospedador seleccionado. 
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Por ejemplo en el conejo la reactivación se produce espontáneamente tras inducción adrenérgica (Hill 
et al., 1986a), donde el virus puede recuperarse tras la reactivación en el sitio de infección primaria, 
situación más próxima a lo que ocurre en humanos (Whitley, 1996). El ratón presenta una gran 
limitación en este sentido, puesto que no se ha podido reactivar el virus in vivo, aunque si en cultivos 
de explantes de ganglios in vitro (Sawtell y Thompson, 1992b) o en cultivos primarios de hipocampo 
(Burgos et al., 2006b). No obstante, el ratón es el modelo animal más utilizado debido a su bajo 
coste de mantenimiento ya que posibilita el trabajar con un número de ratones suﬁciente para aportar 
datos signiﬁcativamente relevantes y además existen una gran diversidad de ratones transgénicos que 
permiten llevar a cabo un completo estudio de la interacción del virus con su hospedador. A pesar de 
las limitaciones que supone la reactivación en el modelo murino, otras facetas de la infección pueden ser abordadas. 
1.4.2. Ruta de infección
 Se han propuesto varias teorías sobre el modo en que el HSV-1 accede al SNC. La existencia 
de varias rutas naturales de infección en humanos ha sido previamente sugerida por Johnson en 1964 
entre otros (Johnson, 1964). La ruta neural parece ser la vía más habitual de infección, aunque en 
neonatos y en individuos inmunosuprimidos la ruta hematógena es más común. (Arvin et al., 1982; 
Montgomerie et al., 1969; Whitley, 1996),
 Para mimetizar las rutas de infección en humanos se han desarrollado modelos de infección 
neural y hematógena. La ruta neural ha sido la más utilizada para estudiar la latencia, la reactivación y 
la encefalitis provocada por el HSV-1. Para llevar a cabo la ruta neural se utilizan las vías de inoculación 
ocular (Kristensson et al., 1978), intranasal (Johnson, 1964), así como la vía de abrasión del morro 
(Esiri y Tomlinson, 1984; Sawtell y Thompson, 1992b). La ruta neural seguida por el virus ha sido 
diseccionada en diversos trabajos: tras la inoculación el virus alcanza el nervio trigémino por donde 
viaja hasta los ganglios trigéminos (Price y Schmitz, 1979; Sawtell y Thompson, 1992b; Shimeld et 
al., 1987) alcanzando luego regiones más profundas del encéfalo. Tras la infección intranasal el virus 
accede a los bulbos olfatorios, al tallo cerebral y a estructuras del sistema límbico, que coinciden con 
la estructuras afectadas en la encefalitis en humanos (Esiri y Tomlinson, 1984). No obstante, en estos 
modelos de infección es difícil separar cada una de las rutas de infección puesto que las tres ramas 
del nervio trigémino están interconectadas (Davis y Johnson, 1979; Esiri y Tomlinson, 1984).
 Para modelizar la ruta hematógena de infección, las vías de inoculación más utilizadas son 
la inoculación intraperitoneal (Johnson, 1964), la inoculación a través de la pata (Cook y Stevens, 
1973; Sawtell y Thompson, 1992b) y la inoculación intravenosa (Hill et al., 1986b). Recientemente, 
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en nuestro laboratorio se ha demostrado que la transmisión vertical del HSV-1 de madres a hijos se 
produce a través de una vía de infección hematógena (Burgos et al., 2006b), lo que supone además un 
buen modelo para el estudio del herpes neonatal. 
 En la ruta de infección hematógena el virus alcanza el SNC desde la sangre. En un principio 
se postulaba que el virus podía atravesar directamente la barrera hematoencefálica (Johnson, 1964), 
pero estudios posteriores evidencian un papel clave de la glándula adrenal (Hill et al., 1986b) y de 
los ovarios (Knoblich et al., 1983) como zonas preferentes para la replicación viral debido a su bajo 
estatus inmunológico. Se ha descrito además que a través de la glándula adrenal el virus coloniza la 
médula espinal (Hill et al., 1986b), desde donde llega al cerebro y al ganglio trigémino (Burgos et al., 
2002a; Burgos et al., 2006b). 
1.4.3. Curso temporal de la infección
 En el ratón, la infección sigue un curso temporal que se divide en dos fases: una fase aguda, 
que ocurre en los 10 primeros días tras la infección (Cook y Stevens, 1973; Whitley, 1996), y otra 
fase de latencia que se establece a partir de los 21 días (Miller et al., 1998; Roizman y Sears, 1987). 
En este momento se considera que el virus ha alcanzado el núcleo de las células neuronales y ha 
entrado en el periodo de latencia, puesto que aunque no se detectan transcritos líticos, el virus se 
puede recuperar tras reactivación (Mitchell et al., 2003; Roizman, 1996).
1.4.4. Cepas de ratón
 Además de la ruta de infección seguida por el virus, otros factores inﬂuyen en la patogénesis 
del HSV-1. La resistencia de varias cepas congénitas a la infección hematógena ha sido descrita 
con anterioridad, donde se ha establecido que la cepa C57BL/6 presenta una mayor resistencia a la 
infección que otras cepas como BALB/c (Lopez, 1975). Estas diferencias se deben principalmente 
a la respuesta inmune (Halford et al., 2004; Kern, 1999; Lopez, 1975; Whitley, 1996). El haplotipo 
de los genes ligados al complejo H-2 (homólogo al HLA humano) (Lopez, 1975; Simmons, 1989), u 
otros genes responsables de la respuesta del sistema inmune, como aquellos que afectan a la acción 
de las células NK (Brown et al., 2001; Pereira et al., 2001) o a la actuación del IFN (α/β) (Halford et 
al., 2004) o del TNF (Lundberg et al., 2007), son responsables de la resistencia a la infección. Aunque 
se ha considerado a la cepa C57BL/6 como 1000 veces más resistente a la infección viral (Lopez, 
1975), trabajos de nuestro laboratorio han demostrado que esta cepa puede ser infectada (Burgos et 
al., 2006a; Burgos et al., 2002a; Burgos et al., 2003; Burgos et al., 2006b) conformándose como un 
modelo válido para el análisis de la infección. 
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 La edad de los ratones es también determinante en la susceptibilidad a la infección debido 
al desarrollo del sistema inmune, de modo que los ratones jóvenes, los cuales presentan un sistema 
inmune inmaduro, son más susceptibles a la infección (Vollstedt et al., 2003). 
1.4.5. Cepas de virus
 La cepa viral también se encuentra asociada al desarrollo de la infección. Las diferentes 
cepas del HSV-1 varían en sus características biológicas: infectividad, establecimiento de latencia 
y reactivación, y neurovirulencia (Norgren y Lehman, 1998). Muchas de ellas han sido aisladas de 
pacientes con encefalitis, del encéfalo o de regiones periféricas, con objeto de estudiar si existe algún 
comportamiento diferencial en las cepas en las diferentes patologías (Dix et al., 1983). No obstante, 
por el momento no se ha llegado a relacionar a ninguna cepa con una patología concreta. Sin embargo, 
Dix y colaboradores realizaron un estudio comparativo con 23 cepas distintas de virus y concluyeron 
que la virulencia de la cepa depende en gran medida de la ruta de infección utilizada (Dix et al., 
1983). Estos trabajos sugieren que la virulencia depende de la relación del virus y el hospedador, y 
concretamente de los componentes del sistema inmune del hospedador. En este sentido, Lewandowski 
y colaboradores demostraron que la diferencia en la virulencia entre dos de las cepas más comunes, 
KOS y F, se debe en gran medida a la inhibición de las moléculas del MHC-II, de modo que en el 
caso de KOS la mayor eﬁciencia de inhibición de este complejo permite una infección más virulenta 
(Lewandowski et al., 1993). Esta inhibición se ha atribuido a la glicoproteína B, que en estas dos 
cepas diﬁere en la región de interacción con el MHC-II (Neumann et al., 2003). Sin embargo, a pesar 
de demostrar una virulencia diferente, ambas cepas colonizan el SNC. 
1.5. La enfermedad de Alzheimer y el HSV-1
 La enfermedad de Alzheimer (EA) se divide en EA familiar (EAF) y en EA esporádica (EAE). 
La primera afecta a aproximadamente el 1% de los casos de alzhéimer y presenta una herencia 
autosómica dominante, mientras que la EAE corresponde al menos al 99% de los casos donde la 
causa responde a un patrón multifactorial (Corder et al., 1993). 
 A pesar de existir un componente genético asociado a la EAE, no se ha descrito ninguna 
mutación que provoque directamente la aparición de la enfermedad, de modo que su etiología 
comprende un proceso  en el que inﬂuyen tanto factores genéticos como ambientales. A principios 
de los años 90, se propuso al alelo APOE-ε4 como un factor de riesgo para la EA esporádica (Corder 
et al., 1993; Poirier et al., 1993). Actualmente existen múltiples estudios epidemiológicos donde se 
analiza la asociación de gran cantidad de genes con la enfermedad, pero es sin embargo el APOE-ε4 
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el único que se presenta como un factor de riesgo claro en la EAE (Bertram y Tanzi, 2004). En este 
sentido, en un estudio epidemiológico desarrollado en nuestro laboratorio se ha asociado al alelo 
TAP2B en presencia del gen APOE-ε4 con la EAE (Bullido et al., 2007). La proteína TAP es una de 
las principales dianas del HSV-1 para la evasión del sistema inmune (Hill et al, 1995) como se ha 
descrito previamente en el apartado 1.2.3., de modo que la asociación de este polimorﬁsmo con la 
EAE podría venir deteminado por la relación del virus con el complejo TAP.
 Aunque la implicación de un patógeno en el desarrollo de la EA aún está lejos de demostrarse 
completamente, se ha propuesto al HSV-1 como un factor de riesgo para la EAE (Itzhaki et al., 1997; 
Pyles, 2001; Robinson et al., 2004). Existen diversas evidencias que asocian a la EA con el  HSV-1. 
La ubicuidad del HSV-1, que reside en aproximadamente el 90% de la población adulta en el sistema 
nervioso periférico (SNP) (Itzhaki et al., 1997), sitúa a este patógeno como un factor potencialmente 
implicado en la EA.
 Además, en procesos agudos de encefalitis el virus se reactiva en las mismas regiones del SNC 
afectadas en la EA: los lóbulos frontal y temporal, el hipocampo, la amígdala y el tracto olfatorio 
(Ball, 1982; Deykin y MacMahon, 1979). Las reactivaciones recurrentes de moderada gravedad que 
provocan encefalitis leves (Klapper et al., 1984), o un estado de neuroinﬂamación crónica asociada a 
la presencia del HSV-1 (Robinson et al., 2004), podrían causar daño neuronal en las mismas regiones 
afectadas por la EA.
 La EA es un proceso en el que se produce una acumulación de daños neurológicos con la edad. 
En este sentido el virus normalmente se adquiere en edades tempranas, si no directamente de la madre 
in utero como se ha demostrado previamente (Burgos et al., 2006b). Además, Daw y colaboradores 
plantean que un agente no genético (ambiental) y transmisible podría mimetizar la inﬂuencia de 
un gen o conjunto de genes en la etiología de la enfermedad (Daw et al., 2000). El HSV-1 también 
Figura I7. Frecuencia de APOEε-4 en cerebros 
de Alzheimer versus controles, positivos y 






























 Pero los trabajos que han relacionado 
más ﬁrmemente al virus con la EA se 
realizaron a ﬁnales de los años 90 cuando 
Itzhaki y colaboradores demostraron que la 
combinación de la presencia de APOE-ε4  y 
el HSV-1 conﬁeren un mayor riesgo para esta 
demencia (Itzhaki et al., 1997) (ﬁgura I7). No 
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obstante, el mecanismo por el cual APOE-ε4 junto con el HSV-1 conﬁere riesgo para la EA aún 
no está claro. Se ha propuesto que el APOE-ε4 podría estar afectando al daño producido por la 
reactivación del virus o en la reparación del tejido dañado por la infección (Weisgraber et al., 1994). 
En nuestro laboratorio, se demostró que la presencia de APOE-ε4 permite una llegada del virus al 
cerebro más eﬁciente que en presencia de APOE-ε3 (Burgos et al., 2003). Además una mayor dosis 
génica de APOE-ε4 también inﬂuye, aumentando la eﬁciencia de la neuroinvasión del virus (Burgos 
et al., 2002a). 
 Por último, la presencia de APOE-ε4 también afecta a los niveles de virus en latencia, 
observándose un mayor número de copias de DNA viral en ratones que expresan el alelo APOE-
ε4 (Burgos et al., 2006c), lo que en último término podría inﬂuir aumentando la frecuencia de la 
reactivación del virus desde la latencia (Kosz-Vnenchak et al., 1993; Miller et al., 1998; Sawtell et 
al., 1998) provocando en los lugares de reactivación una situación de riesgo para el posible desarrollo 
de un proceso neurodegenerativo.
1.6. Implicación de los polimorﬁsmos de TAP en la EAE
 La búsqueda de factores genéticos asociados a la EAE ha sido extremadamente prolíﬁca en los 
últimos años, pero de estos estudios pocos son tan consistentes y reproducibles como la asociación del 
gen APOE. Existen múltiples trabajos que asocian la región cromosómica 6p21 a la EAE (Bertram y 
Tanzi, 2004), aunque aún no se ha localizado ningún gen responsable de dicha asociación. El locus 
del MHC II, región donde se encuentran los genes TAP1 y TAP2, se encuentra cerca de esta región (en 
6p21.3) por lo que podría ser responsable de la asociación propuesta. Además, como se ha expuesto 
previamente, diversos factores genéticos del hospedador pueden intervenir en la infección del HSV-1. 
Si la hipótesis de la relación entre el virus y la EA es correcta, los factores genéticos que intervengan 
en la infección podrían estar también asociados a la patogénesis de la EA. 
 De esta forma, los genes que regulan los mecanismos celulares del sistema inmune serán 
candidatos para la EA. Por todo ello, TAP representa una excelente diana para estudiar la asociación 
con la EAE, puesto que su inhibición es uno de los principales mecanismos del HSV-1 para la evasión 
del sistema inmune (Fruh et al., 1995; Hill et al., 1995). Datos de nuestro grupo han demostrado que 
existe una asociación entre el alelo TAP2B y la EAE en pacientes portadores de APOE-ε4 (Bullido et 
al., 2007) (ﬁgura I8). Con objeto de dilucidar los mecanismos moleculares de esta asociación se hace 
necesaria la generación de un ratón transgénico que combine los tres factores de riesgo, el gen APOE-
ε4, el HSV-1 y el gen TAP2B. El modelo murino ofrece la ventaja de que el gen ortólogo del APOE 
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en el ratón (apoE) presenta una alta homología con 
el gen humano, donde los residuos que determinan 
la variabilidad alélica en humanos son iguales en el 
gen murino y coincidentes con la variante humana de 
APOE-ε4 (Rajavashisth et al., 1985).
 Puesto que la presencia de APOE-ε4 
permite una colonización más eﬁciente del virus al 
cerebro (Burgos et al., 2003), las diferencias en la 
funcionalidad o aﬁnidad de ICP47 por la proteína 
Figura I8. Riesgo relativo del alelo TAP2B 






















TAP podrían estar potenciadas en este entorno genético. No obstante, las diferencias entre ambos 
polimorﬁsmos podrían deberse a otros motivos como una expresión diferencial entre ambos. Aunque 
no se ha descrito que estos polimorﬁsmos afecten a la expresión, la falta de estudios in vivo no 
permite conocer en profundidad la ﬁsiología de los fenómenos asociados a este transportador y a sus 
polimorﬁsmos. 
1.7. Participación de la proteína TAP en la infección por HSV-1
 El transportador asociado al procesamiento de antígenos (TAP) es un factor clave en el 
procesamiento y presentación de antígenos dependiente del Complejo Mayor de Histocompatibilidad 
de clase I (MHC I) (Spies et al., 1990), siendo responsable de la translocación de los péptidos generados 
en el citosol por el proteosoma al lumen del retículo endoplásmico (RE) donde son cargados en las 
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Figura I9. Ruta de presentación de antígenos del 
MHC I. Imagen adaptada de (Abele y Tampe, 2006 ).
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partículas del MHC I (Lankat-Buttgereit y Tampe, 2002) (ﬁgura I9). 
El complejo TAP se localiza en la membrana del RE y en el cis-Golgi (Kleijmeer et al., 1992). TAP 
forma parte de un complejo “de carga de péptido” (del inglés peptide-loading complex, PLC) en el que 
están implicados además otras proteínas del RE necesarias para su función y estabilización (Lankat-
Buttgereit y Tampe, 2002).  El complejo péptido-MHC I es transportado hasta la superﬁcie celular 
donde es reconocido por los linfocitos CD8+-citotóxicos que en el caso de reconocer un antígeno viral 
procederán a la eliminación de la célula infectada (Abele y Tampe, 2006; York et al., 1994) (Figura I9).
1.7.1. Estructura
 TAP pertenece a la superfamilia de los transportadores ABC (del inglés ATP-Binding 
Casette) caracterizados por requerir la hidrólisis de ATP  (Kelly et al., 1992). Este transportador está 
compuesto por dos subunidades, TAP1 y TAP2, que forman un heterodímero (ﬁgura I10), de manera 
que el transportador sólo es funcional si están presentes ambas subunidades (Meyer et al., 1994). 
La estructura de este heterodímero está dividida en un dominio citosólico de unión a nucleótidos 
correspondiente a la zona C-terminal de ambas subunidades y un dominio transmembrana (Nijenhuis 
y Hammerling, 1996). Este último dominio es el encargado de la unión y transporte de péptidos a 
través de la membrana del RE, mientras que la hidrólisis de ATP necesaria para este proceso ocurre 
Figura I10. Modelo esquemático del complejo TAP. 
Imagen adaptada de (Abele y Tampe, 2006).
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en el dominio de unión a nucleótidos (Lankat-Buttgereit y Tampe, 2002). 
1.7.2. Mecanismo y selectividad de péptidos
 El proceso de transporte consiste en varias etapas. En primer lugar se produce la unión tanto 
del péptido como del ATP al complejo. TAP une péptidos de 8-16 aminoácidos, aunque la longitud 
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óptima para el transporte es de 8 a 12 aminoácidos. Además, la especiﬁcidad de sustrato está limitada 
a los tres primeros residuos de la zona N-terminal y al último residuo de la zona C-terminal, de 
manera que coinciden las preferencias entre el TAP y el MHC I. Sólo los péptidos con una longitud 
y composición óptimas para el transporte provocan la hidrólisis del ATP. Esta reacción induce un 
cambio conformacional en el complejo que permite en último término la translocación del péptido 
(Lankat-Buttgereit y Tampe, 2002).
1.7.3. Estabilización, organización genómica y regulación
 TAP interacciona con el MHC I mediante una proteína denominada tapasina que se encuentra 
embebida en la membrana del RE (Grandea et al., 1997). La tapasina interacciona con TAP facilitando 
la unión de los péptidos al MHC I, y estabilizando los niveles de TAP . Además existe una regulación 
entre las dos subunidades de TAP: TAP2 sólo es estable en presencia de TAP1, de modo que en 
ausencia de ésta TAP2 se degrada inmediatamente aunque se pueda detectar su mRNA (Keusekotten 
et al., 2006). 
 Los genes de TAP1 y TAP2 están localizados en el cromosoma 6, concretamente en el locus 
del MHC II (Trowsdale et al., 1991). Ambos genes contienen 11 exones y entre ellos comparten 
aproximadamente un 35% de homología en todas las especies examinadas (Lankat-Buttgereit y 
Tampe, 2002).
 Se ha propuesto que TAP1 y TAP2 responden a distintas vías de regulación a nivel de RNA 
mensajero y a distintos factores de transcripción, aunque hay que destacar que en ambos casos se 
produce una inducción de su expresión en respuesta a interferon-γ (IFN-γ) (Ayalon et al., 1998; Ma 
et al., 1997). TAP1 también es sobrexpresado en respuesta a TNF-α (Nagy et al., 1998), donde su 
promotor presenta la peculiaridad de que es un promotor bidireccional encargado del control de la 
transcripción tanto de TAP1 como de LMP2 (gen que codiﬁca una proteína del proteosoma) (Lankat-
Buttgereit y Tampe, 2002). El promotor de TAP2 ha sido estudiado en menor profundidad, aunque se 
sabe que presenta una organización única comparada con otros genes del locus MHC de modo que el 
codón de iniciación de la traducción se encuentra en el exón 2 del gen (Guo et al., 2002; Wright et al., 
1995). 
 Se ha descrito que tanto TAP1 como TAP2 son genes polimórﬁcos en todas las especies 
examinadas (Gaskins et al., 1992; Heemels et al., 1993), aunque en menor medida que otros genes 
del locus del MHC (Faucz et al., 2000). En el caso de TAP1 se han observado cuatro posibles alelos 
que diﬁeren en los aminoácidos de las posiciones 333 y 637, siendo el alelo TAP1A el más frecuente 
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en la población caucásica (Faucz et al., 2000). En el caso de TAP2 se han descrito al menos cuatro 
sitios de cambio en los aminoácidos 379, 565, 665 y 687. En este caso los alelos mayoritarios son 
TAP2A y TAP2B (Faucz et al., 2000), que además son los que diﬁeren en mayor medida puesto que 
se diferencian en los codones 665, donde tan solo se produce un cambio de aminoácido (Thr/Ala) 
y 687, que en el caso de TAP2A codiﬁca para un codón de parada, lo que producirá una proteína 17 
aminoácidos más corta (http://www.anthonynolan.com/HIG/lists/otherlist.html).
 La implicación funcional que estos cambios pueden tener aún no está clara puesto que no 
se ha descrito ninguna diferencia funcional entre los polimorﬁsmos con respecto a la selectividad 
de péptidos (Daniel et al., 1997). No obstante, indirectamente se ha intentado abordar el estudio 
de posibles diferencias funcionales mediante estudios de asociación con diversas enfermedades con 
resultados dispares. En algunos trabajos concluyen que no hay asociación o que ésta se debe al 
desequilibrio de ligamiento con otros genes del locus HLA, mientras que en otros trabajos sí que 
encuentra relación con enfermedades autoinmunes o en la respuesta a patógenos (Daniel et al., 1997; 
Hayney et al., 1997).
1.7.4. Enfermedades y TAP
 Existen pocos estudios sobre enfermedades provocadas por defectos en TAP, no obstante su 
mal funcionamiento se ha asociado a algunas enfermedades genéticas, a enfermedades autoinmunes 
e incluso al desarrollo de tumores.
 La enfermedad genética más representativa asociada al TAP es una variante del síndrome 
linfocítico de Bare de tipo 1 (Gadola et al., 2000), donde mutaciones tanto en TAP1 como en TAP2 
provocan una disminución en los niveles de MHC I. Los pacientes con esta patología presentan 
lesiones necróticas en la piel que cursan con granulomatosis e infecciones bacterianas recurrentes en 
el tracto respiratorio. Estos pacientes aparentemente no son más susceptibles a infecciones virales 
que individuos inmunocompetentes, sin embargo presentan una situación inmunológica anormal con 
altos niveles de células NK reactivas en sangre y niveles muy bajos de linfocitos T CD8+.
 Se ha descrito que la ausencia de TAP puede contribuir a la disminución de los niveles de 
MHC I, provocando una respuesta autoinmune de las celulas NK, en procesos como diabetes de tipo 
1, síndrome de Sjogren, en la enfermedad de Graves o en el síndrome de Hashimoto, donde se ha 
visto una baja expresión de mRNA de TAP1 y TAP2 (Fu et al., 1998). 
 Por último,  en determinados tumores hay una disminución del nivel de expresión del mRNA 
de TAP1 producida en algunos casos por mutaciones en el propio gen o en regiones reguladoras de 
INTRODUCCIÓN
29
la transcripción (Chen et al., 1996; Seliger et al., 1997). Como consecuencia de la disminución de la 
expresión de TAP se produce, una vez más, una disminución en los niveles de MHC I en la superﬁcie 
celular que permite a las células tumorales escapar del sistema inmune (Lankat-Buttgereit y Tampe, 
2002). 
 Muchos virus, en particular aquellos que establecen latencia o infecciones persistentes, han 
desarrollado elaborados mecanismos para eludir el sistema inmune. Estas estrategias previenen o 
retrasan el reconocimiento de las células infectadas mediante el bloqueo de la vía de la presentación 
de antígenos del MHC I entre otros mecanismos. Algunos virus como el adenovirus tipo 12 o el 
papilomavirus tipo 18 producen una disminución de la expresión de TAP1 (Bennett et al., 1999; 
Vambutas et al., 2000). El VIH también impide el translocamiento de péptidos al retículo endoplásmico, 
aunque no se conoce bien el mecanismo (Kutsch et al., 2002). Los virus más estudiados son los 
pertenecientes a la familia de los herpesvirus: el HSV-1 bloquea la translocación de péptidos mediante la 
proteína viral ICP47 (York et al., 1994), el citomegalovirus expresa una glicoproteína transmembrana 
(Us6) que previene la unión de ATP a TAP (Hewitt et al., 2001), el herpesvirus murino γ68 también 
afecta a este complejo promoviendo su degradación (Stevenson et al., 2000) y el virus de Epstein Barr 
(EBV) impide la translocación de péptidos al retículo (Ressing et al., 2005).
1.7.5. HSV-1 y TAP
 El HSV-1 utiliza múltiples mecanismos para evadir el sistema inmune. La proteína 
inmediatamente temprana ICP47 inhibe especíﬁcamente al complejo TAP, lo que evita la translocación 
a la membrana plasmática del complejo péptido-MHC-I. ICP47 es una proteína de 88 aminoácidos 
codiﬁcada por el gen viral Us12 que se encuentra bajo el control de un promotor de expresión 
inmediatamente temprana (York et al., 1994). El dominio activo de ICP47 comprende desde el 
residuo 3 hasta el 34, el cual al interaccionar con la membrana del retículo endoplásmico adopta 
una conformación de hélice-bucle-hélice (Aisenbrey et al., 2006) (ﬁgura I11). Esta estrategia viral 
permite evitar la rápida degradación de la proteína por el proteosoma y al unirse a TAP impide la 
translocación de péptidos (Aisenbrey et al., 2006; Galocha et al., 1997). Sin embargo, aún queda por 
dilucidar cuáles son los residuos de TAP implicados en la unión de ICP47.
 La interacción ICP47-TAP es especíﬁca de especie. De hecho se ha descrito que ICP47 inhibe 
con 100 veces más aﬁnidad el TAP humano que el murino (Jugovic et al., 1998; Tomazin et al., 
1998), aunque la mayoría de los estudios que se han llevado a cabo para conocer el mecanismo de 
la inhibición de TAP  han sido realizados in vitro, en su mayoría utilizando cultivos celulares de 
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ﬁbroblastos humanos (Fruh et al., 1995; Hill et al., 1995; Tomazin et al., 1998; York et al., 1994). 
Jugovic y colaboradores compararon sistemas celulares provenientes de distintas especies animales, 
concluyendo que los mejores modelos para estudiar la interacción TAP-ICP47 serían el perro, el cerdo 
y el mono (Jugovic et al., 1998), modelos habitualmente poco disponibles para la experimentación 
con HSV-1. No obstante, el ratón es un modelo válido para el estudio de la infección con HSV-1 y 
existen múltiples trabajos donde se ha estudiado la relación con el sistema inmune. Sin embargo, tan 
solo existe un trabajo in vivo de un modelo de infección neural en ratón donde analizan la inhibición 
de los linfocitos CD8+ por medio de la proteína ICP47 (Goldsmith et al., 1998), aunque la relación de 
Figura I11. Esquema de la interacción de ICP47 y TAP. La proteína ICP47 viaja 
rápidamente a la membrana del retículo endoplásmico para evitar la proteolisis por el 
proteasoma. Imagen adaptada de (Aissembrey, 2006)
ICP47 Péptidos del
proteosoma
TAP 1 TAP 2
tapasina
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Los objetivos planteados en la presente tesis fueron los siguientes:
1. Análisis de la inﬂuencia de la ruta de infección del HSV-1 en la colonización del sistema 
nervioso. Estudio comparativo entre la ruta hematógena mediante la utilización de las vías 
intravenosa e intraperitoneal, y la ruta neural mediante las vías intranasal y de abrasión del 
morro.
2. Evaluación de la inﬂuencia de la cepa viral en la infección del HSV-1. Estudio de la 
infección con las cepas virales HSV-1 KOS y F tras la infección hematógena y neural. 
3. Estudio del efecto de la proteína viral ICP47 en la infección hematógena del HSV-
1. Análisis de la inﬂuencia de la proteína viral ICP47 en un modelo in vivo de infección 
hematógena mediante el uso de un virus defectivo en la proteína ICP47.
4. Implicación de la proteína tap1 murina en la infección del HSV-1. Análisis de la expresión 
del gen tap1 murino como consecuencia de la infección y estudio de su relación con la proteína 
viral ICP47.
5. Generación de tres líneas transgénicas que expresen los genes humanos TAP1A, TAP2A 







3. Materiales y métodos
3.1. Materiales
3.1.1. Reactivos
 Todos los reactivos y productos que se utilizaron fueron de grado analítico, y suministrados 
por casas comerciales especializadas. Así, el etanol, butanol, xilol, ácido Etilen-Diamino-Tetraacético 
(EDTA), Tween-20, cloruro sódico, cloruro cálcico, cloruro magnésico, cloruro potásico, hidróxido 
sódico, hidróxido potásico, paraformaldehído, ácido clorhídrico, bicarbonato sódico, acrilamida, 
bisacrilamida, isopropanol, glicina y glicerol fueron obtenidos por la casa comercial Merck (Alemania). 
La albúmina de suero bovino (BSA), el dimetilsulfóxido (DMSO), el dietilpirocarbonato (DEPC), 
el azul de bromofenol, el Triton X-100 y el trizma base fueron suministrados por Sigma-Aldrich 
(EE.UU.). La N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamina (TEMED), el persulfato amónico y el sulfato 
sódico de dodecilo (SDS) fueron obtenidos de Bio-Rad (Alemania). La agarosa fue suministrada por 
InvitrogenTM (EE.UU.), el formaldehído por Fluka (EE.UU.) y la paraﬁna (P.F. 56-58ºC) por Panreac 
(España). 
 Además de los reactivos generales mencionados anteriormente, se han utilizado otros más 
especíﬁcos cuya procedencia se indica en los apartados correspondientes. 
3.1.2. Anticuerpos 
Los anticuerpos utilizados se muestran en las siguientes tablas: 












































































   WB: Western-Blot; IHQ: Inmunohistoquímica; PM: Peso Molecular 
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Tabla MM2. Anticuerpos secundarios
Nombre Molécula acoplada Casa comercial
Concentración
WB IHQ
Caballo anti-ratón peroxidasa Vector lab.(EE.UU.) 1/50 000
Cabra anti-conejo peroxidasa Nordic (EE.UU.) 1/50 000






WB: Western-Blot; IHQ: Inmunohistoquímica; PM: Peso Molecular
3.1.3. Vectores de clonaje
 Los vectores de clonaje se 
detallan a continuación:
MoPrP.Xho (Borchelt et al., 1996)
 Se trata de un vector de 
expresión utilizado especíﬁcamente 
para la generación de ratones 
transgénicos que contiene el promotor 
de la proteína prión murina, de 
manera que el gen clonado tendrá una 
expresión preferentemente neuronal 
(ﬁgura MM1). Figura MM1. Esquema del vector MoPrP.Xho. En el esquema 
se muestran las estructuras génicas más importantes del vector, 
así como algunas de las dianas de restricción. (pBS: pBlueScript)
pcDNA3 (InvitrogenTM,EE.UU.)
 Este vector representa una buena herramienta de expresión en un sistema eucariota puesto que 
el DNA insertado en el sitio de multiclonaje queda controlado por un promotor de citomegalovirus 
(CMV). Además, el sitio de multiclonaje queda ﬂanqueado por promotores T7 y Sp6, que permiten la 
secuenciación del inserto. Contiene genes de resistencia a ampicilina y a neomicina.
pCRTMII (InvitrogenTM, EE.UU.)
 Este plásmido permite el clonaje directo de cualquier producto de PCR. Se suministra de forma 
lineal con dos timidinas desapareadas en sus extremos. La timidina sirve como extremo cohesivo para 
cualquier producto ampliﬁcado por PCR, puesto que deja una adenina en sus extremos 3’. Este vector 
contiene un sitio de multiclonaje ﬂanqueando los extremos, que a su vez está ﬂanqueado por las 
secuencias de los promotores T7 y SP6, que permiten la secuenciación del inserto. El vector contiene 
































 Durante el estudio se utilizaron varias cepas de HSV-1. La cepa HSV-1 KOS, fue amablemente 
cedida por el Dr. Luis Carrasco del Centro de Biología Molecular “Severo Ochoa”. También se 
utilizaron la cepa HSV-1 F, obtenida de la American Type Culture Collection (EE.UU.) y un mutante 
de delección de ICP47, cedida por el Dr. Roizman (Mavromara-Nazos et al., 1986).
3.1.5. Células
 Se utilizó la línea celular Vero, establecida a partir de células de riñón de mono verde 
africano para la titulación del HSV-1 como se describe en el apartado 3.2.2. Para su propagación y 
mantenimiento se crecieron en monocapa en un medio DMEM suplementado con 10% de suero fetal 
bovino (Sigma, EE.UU.), aminoácidos no esenciales, piruvato sódico, glutamina y antibióticos para 
evitar su contaminación, en un incubador a 37ºC y un porcentaje de CO
2
 del 7 %.
 Se utilizó la línea celular HEK293, de origen humano para ensayos de expresión. Para su 
propagación y mantenimiento las células se crecieron en monocapa en condiciones similares a las 
utilizadas con las células Vero.
 Además se utilizaron tres líneas de linfoblastos de origen humano obtenidas de Coriell Cell 
Repositories (EE.UU.): una línea homozigota TAP2A, denominada AG10598, otra homozigota para 
TAP2B, denominada AG09182, y una deﬁciente en los genes TAP1 y TAP2, denominada T2. Estas 
líneas celulares fueron mantenidas en suspensión en un medio DMEM suplementado con 10% suero 
fetal bovino (Sigma, EE.UU.), aminoácidos no esenciales, piruvato sódico, glutamina y antibióticos 




 Para los experimentos de infección con HSV-1 se inocularon diferentes tipos de ratones (Mus 
musculus. Hembras adultas, de entre 8 y 14 semanas de edad). Se utilizaron los siguientes ratones de 
la cepa C57BL/6J: 
- Cuatrocientos noventa y un ratones salvajes obtenidos de The Jackson Laboratory (Bar Harbor, 
MA, EE.UU.)
- Cincuenta y siete ratones deﬁcientes en el gen tap1 (tap -/-) generados según el protocolo 




 Para la obtención de ratones transgénicos congénitos son necesarios al menos 6 cruces con 
una línea de ratones consanguínea. Para ello se utilizaron, adicionalmente, 75 ratones de la línea 
C57BL/6J obtenidos de The Jackson Laboratory (Bar Harbor, MA, EE.UU.). 
3.2. Métodos
3.2.1. Manipulación de los ratones
 Todos los experimentos se realizaron según los métodos descritos en el acta de procedimientos 
cientíﬁcos para animales de laboratorio de la Unión Europea (1986) (Wootton y Flecknell, 1987). Los 
animales fueron manipulados y alojados bajo las condiciones de las normas generales establecidas 
(B.O.E. nº252 de 21 de octubre de 2005. Real decreto 1201/2005). Los ratones pasaron un periodo de 
cuarentena de al menos 4 semanas en un laboratorio destinado a tal efecto en el animalario del CBM. 
Desde su llegada hasta el punto ﬁnal de los experimentos los ratones se mantuvieron en condiciones 
estériles, con ciclos de luz y oscuridad alternativos de 12 horas, con agua y alimentos estándar ad 
libitum (Teklad global 18% protein roden diet, Mucedola, Italia). Tras el periodo de cuarentena, 
los animales se trasladaron al laboratorio con nivel de bioseguridad 2 del animalario, donde se les 
practicaron los diferentes procedimientos. Los animales fueron marcados individualmente para su 
identiﬁcación y posterior seguimiento diario.
3.2.2. Manipulación de virus
 El HSV-1 de las diferentes cepas, fue cultivado, propagado y titulado sobre monocapa de 
células Vero (células de riñón de mono verde africano) en el laboratorio de nivel de bioseguridad 2 
del CBM, donde posteriormente fueron almacenados a -70ºC.
 La infectividad del HSV-1 se valoró mediante el recuento de placas de lisis en monocapa 
de células Vero en medio semisólido (DMEM con 2% de suero fetal de ternera y agar al 0.7%) 
optimizando un método descrito previamente (Carrascosa et al., 1982). Las células se crecieron en 
placas M24 hasta preconﬂuencia en medio DMEM suplementado con 10% de suero fetal de ternera 
y antibiótico (gentamicina). Se realizaron diluciones seriadas de orden 10 del inóculo viral en medio 
libre de suero, las cuales se añadieron sobre la monocapa celular (150 µl  por pocillo) tras retirar el 
medio de cultivo. Después de una hora de adsorción, se añadió 1 ml por pocillo de medio semisólido 
y se dejaron en el incubador a 37ºC. Las placas se revelaron a las 48 horas post-infección, por tinción 
con cristal violeta al 1% en formaldehído al 5% durante toda la noche. Después de lavar con agua, se 
procedió al recuento de las placas de lisis. El título del virus se expresa en unidades formadoras de 
placa (ufp) por mililitro (ml). 
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3.2.3. Infección de los ratones
 En este estudio se utilizaron varias vías de inoculación para mimetizar las distintas rutas de 
infección. La ruta hematógena se llevó a cabo mediante dos formas: inoculación intravenosa, donde 
el virus es depositado directamente en el torrente sanguíneo, e intraperitoneal, por inyección en la 
cavidad peritoneal (Burgos et al., 2002a; Johnson, 1964; Ramírez, 2006). En el caso de la ruta neural, 
se realizó mediante dos formas de administración:  inoculación intranasal, que mimetiza la infección 
a través del sistema olfativo (Esiri y Tomlinson, 1984; Kern, 1999; Tomlinson y Esiri, 1983), y de 
abrasión del morro (Sawtell y Thompson, 1992a; Sawtell y Thompson, 1992b), donde se produce la 
infección a través del nervio trigémino (Davis y Johnson, 1979) (ﬁgura MM2).
Figura MM2. Ratones infectados por las distintas vías 
de inoculación.  A) Inoculación intravenosa, B) inoculación 
intraperitoneal, C) inoculación por abrasión del morro y D) 
inoculación intranasal.
3.2.3.1. Inoculación intravenosa 
 Los ratones fueron inmovilizados 
y, sin anestesia previa, fueron inoculados 
mediante una inyección en la vena caudal 
con 100 µl de una suspensión de HSV-1 
en tampón fosfato salino (PBS).
3.2.3.2. Inoculación intraperitoneal 
 Se inyectaron 100 µl de volumen 
de una suspensión de HSV-1 en PBS en la 
cavidad intraperitoneal de los ratones sin 
anestesia previa. 
3.2.3.3. Inoculación intranasal
 Los ratones se anestesiaron 
previamente mediante una inyección 




solución en suero ﬁsiológico Braun (Braun Medical SA, Barcelona, España) con 2% de Rompun® 
(Bayer, Alemania) y 50 mg/ml de Ketolar® (Parke-Davis, EE.UU.). A continuación fueron inoculados 
bilateralmente con 10 µl de volumen de una suspensión de HSV-1 en PBS en cada oriﬁcio nasal. 
3.2.3.4. Inoculación por abrasión del morro 
 Los ratones fueron anestesiados previamente del mismo modo que en la inoculación intranasal. 
A continuación se les realizó una herida a ambos lados del morro mediante abrasión con un bisturí, 
depositándose posteriormente 10 µl de una suspensión de HSV-1 en PBS en ambas heridas, para que 
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ﬁnalmente se diera la absorción del inóculo. 
 En todos los casos, se incluyeron ratones sin infectar como controles, que fueron inoculados 
con el mismo volumen en cada caso de PBS estéril (MOCK). Los animales fueron marcados 
individualmente para su identiﬁcación y posterior seguimiento diario. 
3.2.4. Disección y tratamiento de las muestras para extracción de DNA, RNA y proteínas
3.2.4.1. Sangrado y disección de los animales
 Todos los ratones fueron sangrados por punción con pipeta Pasteur en la vena ocular, 
previamente a su sacriﬁcio humanitario. La sangre fue almacenada a -70ºC en presencia de EDTA al 
9% para evitar su coagulación. 
 Los animales fueron luego sacriﬁcados individualmente mediante sobredosis de CO
2
 inhalado 
en una cubeta estanca, para proceder a continuación a la disección y recogida de órganos. Se 
diseccionaron los siguientes órganos y tejidos: gónadas, glándula adrenal,  médula espinal y encéfalo. 
Los encéfalos fueron divididos en cuatro partes groseras que denominamos de forma arbitraria: 
mesencéfalo (que además del mesencéfalo, incluye el bulbo raquídeo, el puente y los colículos 
superior e inferior), corteza (que incluye el cortex cerebral, el hipocampo y los bulbos olfatorios), 
el diencéfalo (que incluye el tálamo y el hipotálamo) y el cerebelo  (Ramírez, 2006) (ﬁgura MM3). 
Los órganos fueron congelados inmediatamente en nieve carbónica y almacenados a -70ºC en un 
laboratorio de nivel 2 de bioseguridad.
Figura MM3. Esquema de la disección 
del encéfalo en corteza, diencéfalo, 
mesencéfalo y cerebelo. (Esquema 
adaptado de “The mouse brain in stereotaxic 
coordinates”, Keith BJ. Franklin, 1997)
3.2.4.2. Homogeneización de órganos
 Los diferentes órganos fueron homogeneizados mecánicamente en tubos eppendorf® de 1.5 






















3.2.4.3. Extracción de DNA
 Para la extracción de DNA se utilizó un protocolo de extracción en columna (High Pure PCR 
Template Preparation Kit, Roche Diagnostics GMBH, Mannheim, Alemania) a partir de 50 µl de la 
muestra homogeneizada o de la sangre. El DNA puriﬁcado en la columna fue eluído dos veces con 
agua mQ estéril. Las muestras obtenidas se conservaron a -20ºC.
3.2.4.4. Extracción de RNA total
 Para la extracción de RNA total se utilizó de nuevo un protocolo de extracción en columna 
(High Pure RNA Isolation, Roche Diagnostics GMBH, Mannheim, Alemania) siguiendo las 
recomendaciones del fabricante.
 Partimos de 50 µl de homogenado del encéfalo. El RNA fue eluído en 50 µl de H
2
O con 
DEPC al 0.1% y analizado en un gel de agarosa o en el NanoDrop (ND-1000 Spectophotometer) 
(NanoDrop Technologies, Delaware, EE.UU.).
 En el caso de la extracción de RNA de los cultivos celulares se utilizó el reactivo Tripure® 
(Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania) que se basa en un método de extracción fenólica. 
3.2.4.5. Extracción de proteínas
 Para la extracción de proteínas partimos de 50 µl de las muestras homogeneizadas que fueron 
lisadas en hielo durante 30 minutos con solución de lisis (300 mM NaCl, 50 mM Tris-HCl pH 7.6, 0.5% 
Triton X-100 y cóctel de inhibidores de proteasas [Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania]). 
En el caso de los cultivos celulares, en primer lugar se tripsinizaron las células para levantarlas de la 
placa. Posteriormente se centrifugaron a 1000Xg y se lisaron con solución de lisis. 
 Los lisados (procedentes tanto de células como de tejido) fueron centrifugados a 1870Xg 
durante 15 minutos a 4ºC. Los sobrenadantes fueron hervidos durante 3 minutos con solución de carga 
(250 mM Tris-HCl pH 6.8, 0.5 M ditiotreitol, 10% SDS, 0.5% azul de bromofenol, 50% glicerol).
 La cantidad de proteína de los lisados se midió mediante el método de Bradford (Bradford, 
1976) (Bio-Rad Protein Assay, Munich, Alemania) o de ácido bicincónico  (BCA) (Smith et al., 1985) 
(BCA Protein Assay, Pierce, EE.UU.) según el experimento.
3.2.5. PCR cuantitativa a tiempo real
 El DNA viral de los distintos tejidos se cuantiﬁcó mediante PCR cuantitativa. Para ello se 
utilizaron dos protocolos distintos. En el primer caso se cuantiﬁcó un fragmento del genoma del 
HSV-1 mediante la detección de la ﬂuorescencia emitida por el ﬂuoróforo intercalante SYBR Green I®.  
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 El segundo protocolo de cuantiﬁcación se basó en la detección de la ﬂuorescencia emitida por 
un ﬂuoróforo unido a una sonda TaqMan-MGB®.
3.2.5.1 PCR cuantitativa con SYBR Green I®
 La PCR cuantitativa se llevó a cabo en un termociclador Light Cycler® (Roche Diagnostics 
Ltd, Lewes, Gran Bretaña) siguiendo el protocolo puesto a punto previamente en el laboratorio 
(Burgos et al., 2002b). Para la detección de genomas virales se ampliﬁcó un fragmento del gen de la 
timidin kinasa (tk) de 110 pares de bases (pb). Para la cuantiﬁcación se realizó una recta patrón con 
concentraciones conocidas de copias virales. La cantidad de DNA viral fue expresada como número 
de genomas virales. 
 Como control endógeno se ampliﬁcó un fragmento del gen de la β-actina de ratón de 379 pb. 
Del mismo modo, se optimizó una recta patrón con diluciones de concentración conocida de DNA 
genómico de ratón, expresando los resultados en nanogramos de DNA.
 La carga viral se expresó como el número de genomas virales, cuantiﬁcados con la PCR de la 
tk, dividido por 100 ng de DNA genómico, cuantiﬁcados con la PCR del gen murino de la β-actina.
 Las reacciones fueron optimizadas para un volumen ﬁnal de 10 µl, con 2 µl de DNA y la 
mezcla de reacción conteniendo: Fast Star DNA Master SYBR Green (Roche Diagnostics Ltd, Lewes, 
Gran Bretaña), MgCl
2
, oligonucleótidos (directo y reverso) y agua mQ estéril hasta completar el 
volumen ﬁnal de la reacción. En la tabla MM3 se especiﬁcan las secuencias de los oligonucleótidos 
utilizados. Las condiciones especíﬁcas de cada reacción se detallan en la tabla MM4.









timidin kinasa ATACCGACGATCTGCACCT TTATTGCCGTGCGG 110 pb
β-actina AACCCTAAGGCCAACCGTGAAAAGATGACC CCAGGGAGGAAGAGGATGCGGC 379 pb
Tabla MM4
Preinc. Ampliﬁcación Desnat. Concentración




50 95ºC 15s 60ºC 5s 72ºC 10s De 65º 
a 95ºC  
(0.1ºC/s)
0.5 µM 2 mM
β-actina 45 95ºC 30s 55ºC 30s 72ºC 40s
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3.2.5.2. PCR cuantitativa con sondas Taqman-MGB®
 Las distintas reacciones se pusieron a punto en el sistema ABI Prism 7900HT SD® (Applied 
Biosystem, EE.UU.) con un volumen de reacción de 10 µl conteniendo 2 µl de DNA y una mezcla 
PCR universal (Applied Biosystem, EE.UU.) con los siguientes oligonucleótidos (Ramírez, 2006):
  Directo (5’-3’): CGTACGCGATGAGATCAATAAAAGG
  Reverso (5’-3’): GCTCCGGGTCGTGCA
 Para la detección del genoma viral se utilizó una sonda Taqman-MGB® especíﬁca de una 
secuencia incluida en el gen viral Us12: (5’-3’) AGGCGGCCAGAACC.
 Se realizó el mismo protocolo para cuantiﬁcar el DNA genómico del ratón, para lo que se 
utilizó un ensayo prediseñado para el gen de la gliceraldehído fosfato deshidrogenasa (gapdh) (código: 
Mm99999915_gl, Applied Biosystem, EE.UU.). 
 Se utilizaron las mismas rectas patrón que en la PCR cuantitativa desarrollada en el Light 
Cycler®. Todos los experimentos fueron realizados al menos por triplicado. 
 Para la caracterización de los ratones trasngénicos tras la primera fase de la RT-PCR 
(transcripción inversa del RNA en cDNA, apartado 3.2.6.), se realizó la ampliﬁcación especíﬁca de 
cada cDNA mediante PCR cuantitativa con el sistema ABI Prism 7900HT SD® (Applied Biosystem, 
EE.UU.). 
 Se utilizaron los ensayos prediseñados específicos de los genes humanos humanos 
TAP1 (código del ensayo: Hs00184465_m1) y TAP2 (Hs00241060_m1). Como control endógeno se 
utilizó un ensayo prediseñado del gen 18s de ratón (código del ensayo: Hs99999901_s1).
3.2.6. RT-PCR (transcripción reversa y ampliﬁcación del cDNA por PCR)
 En primer lugar se cuantiﬁcó y se comprobó el estado del RNA extraído en columna mediante 
el nanodrop (NanoDrop Technologies, EE.UU.) o en un gel de agarosa. 
 Para la primera fase de la RT-PCR (o transcripción reversa del RNA total en cDNA), se 
utilizaron los reactivos y especiﬁcaciones del kit GeneAmp®RNA PCR (Applied Biosystems, 
EE.UU.). Para ello se puso a punto la reacción con las condiciones que se detallan en la tabla MM5.
 Tras la primera fase de la RT-PCR (transcripción inversa del RNA en cDNA, apartado 3.2.6.), 
la segunda etapa correspondió a la ampliﬁcación especíﬁca de cada cDNA. Para ello se añadieron a 
cada tubo el MgCl
2
, el tampón PCR II y los oligonucleótidos especíﬁcos en las condiciones puestas 
a punto previamente para cada reacción. Asimismo los ciclos y temperaturas de la PCR fueron los 








PCR tampón II 1x
Mezcla dNTPs 1 mM
Inhibidor de RNAasa 1 U/µl






O-DEPC Hasta 20 µl








3.2.7. Inmunomarcaje de proteínas tras transferencia proteica (Western-Blot)
3.2.7.1. Electroforesis de proteínas en geles de poliacrilamida en presencia de SDS (SDS-PAGE)
 Las electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de SDS se realizaron según el 
método de Laemmli (Laemmli, 1970). El porcentaje de acrilamida utilizado en los geles fue del 8%. 
Como marcadores de peso molecular se emplearon los marcadores coloreados Rainbow TM (Amersham 
Pharmacia Biotech, España) de alto peso molecular (250, 150, 100, 75, 50, 25, 20, 15 y 10 KDa). 
3.2.7.2. Electrotransferencia
 De acuerdo con el método de Towbin (Towbin et al., 1979), las proteínas separadas en geles de 
poliacrilamida-SDS se transﬁrieron a un ﬁltro de nitrocelulosa (Bio-Rad, Alemania), con un tamaño 
de poro de 0.45 µm, durante 120 minutos con una corriente de 1.3 mA/cm2 del gel mediante un 
método de transferencia electroforética semi-seca. Posteriormente, para poder observar las proteínas 
transferidas, se tiñó la membrana de nitrocelulosa con rojo Ponceau S. Finalmente la membrana 
se incubó con el tampón de saturación correspondiente durante toda la noche a 4ºC, con objeto de 
minimizar las uniones inespecíﬁcas de los anticuerpos. La disolución de saturación fue de BSA al 
3% en tampón fosfato salino conteniendo Tween-20 al 0.2% (PBST), o de leche en polvo (Central 
Lechera Asturiana, España) al 10% en PBST, en función del diseño experimental.
3.2.7.3. Inmunodetección y revelado
 Después de la saturación, la membrana se incubó dos horas a temperatura ambiente y con 
agitación con el anticuerpo primario, que según el caso fue diluido en BSA al 1% o en leche al 1% 
en PBST en función de la disolución de saturación utilizada. Las membranas fueron lavadas tres 
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veces con PBST e incubadas con el anticuerpo secundario unido a peroxidasa y diluido en BSA 
al 1% o en leche al 1%. Finalmente, la unión de los anticuerpos se reveló utilizando un método 
quimioluminiscente en el que la peroxidasa acoplada al anticuerpo secundario cataliza la oxidación 




 (ECL de Amersham Pharmacia Biotech, España).
 La cuantiﬁcación de las bandas se realizó mediante densitometría utilizando el densitómetro 
GS-710 Calibrated Imaging Desitometer (Bio-Rad, Alemania).
3.2.8. Perfusión y tratamiento de las muestras para inmunohistoquímica
 En primer lugar, se anestesiaron los ratones mediante inyección intraperitoneal de la mezcla 
descrita en el apartado 3.2.3.3. Posteriormente fueron perfundidos intraventricularmente con 10 ml 
de PBS estéril seguidos de 10 ml de formaldehído al 10% (Tsurutani et al., 2003). 
3.2.8.1. Disección de órganos
 Los órganos fueron extraídos de igual manera que en apartado 3.2.4.1. a excepción del 
encéfalo, al que se le realizó un corte sagital dividiéndolo en dos partes iguales. Los órganos extraídos 
se introdujeron en casetes para facilitar los pasos siguientes.
3.2.8.2. Preparación de las muestras 
 Las muestras se ﬁjaron en formaldehído al 10%. Posteriormente se realizaron varios lavados 
con PBS para eliminar el ﬁjador y a continuación fueron sometidas a un proceso de deshidratación 
seriada en las siguientes condiciones:
I. Etanol 70%: 30 minutos en agitación.
II. Etanol 80%: 30 minutos en agitación.
III. Etanol 96%: 30 minutos en agitación.
IV. Etanol 100%: 30 minutos en agitación.
V. Etanol 100%: 1 hora en agitación.
VI. Butanol 100%: 1 hora en agitación.
VII. Butanol 100%: durante toda la noche en agitación.
VIII. Butanol 100%: 2 horas en agitación.
 Tras la deshidratación, se procedió a la inclusión de las muestras en paraﬁna:
IX. Paraﬁna (P.F. 56-58ºC): 2 horas en estufa a 60ºC.
X. Paraﬁna (P.F. 56-58ºC): toda la noche en estufa a 60ºC.
XI. Paraﬁna (P.F. 56-58ºC): 3 horas en estufa a 60ºC.
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Los casetes de inclusión fueron situados en moldes con paraﬁna en la estufa a 60ºC. A 
continuación se sacaron a temperatura ambiente hasta el solidiﬁcado de la paraﬁna. Pasado este 
tiempo los bloques de paraﬁna con las muestras fueron separados de los moldes y se almacenaron 
en un lugar fresco y seco. Posteriormente, se realizaron cortes histológicos de 6 µm de grosor de los 
órganos embebidos en paraﬁna. Estos cortes fueron desparaﬁnados, hidratados e incubados con 0.1 M 
de tampón citrato (pH 6.0) durante un minuto en una olla a presión convencional para desenmascarar 
el antígeno (Norton et al., 1994) o alternativamente fueron incubados con 10 mg/ml de proteinasa K 
en PBS durante 30 minutos a 37ºC.
3.2.8.3. Inmunohistoquímica de campo claro
 Tras el tratamiento con el tampón citrato, los cortes fueron lavados con tampón tris-salino 





3% para bloquear la peroxidasa endógena. Las preparaciones fueron entonces incubadas con suero 
normal de cabra (NGS) en TBS conteniendo Triton X-100 al 0.05% (TBST) durante 30 minutos 
a temperatura ambiente. Tras este tratamiento, se incubaron con el anticuerpo primario diluido en 
NGS al 3% en (TBST) durante toda la noche a 4ºC. Posteriormente se realizaron lavados con TBS 
y fueron incubados con el anticuerpo secundario diluido en NGS al 0.3% en TBST durante una hora 
a temperatura ambiente. Tras un nuevo lavado en TBST, los cortes se incubaron con el complejo 
avidina-biotina-fosfatasa o avidina-biotina-peroxidasa (Dako, Barcelona, España) durante 45 minutos 
a temperatura ambiente y se revelaron usando el Kit AP-res substrate o DAB PLUS susbtrate (Zymed 
Laboratorios Inc., EE.UU.). Finalmente, las muestras se contratiñeron con hematoxilina de Mayer 
para resaltar la arquitectura celular. Estas muestras fueron montadas con cubreobjetos utilizando un 
medio de montaje acuoso, Acuatex (Meck, Bärmstabt, Alemania).
 En todos los experimentos se llevaron a cabo controles negativos para descartar marcajes 
inespecíﬁcos. Se utilizaron muestras de animales MOCK y se incluyeron secciones de cada muestra 
sin anticuerpo primario o sin anticuerpo secundario. Además, se examinaron al menos 3 cortes por 
muestra. 
 Para visualizar las muestras se utilizó el microscopio de ﬂuorescencia Zeiss Axiovert 135 
(Zeiss, Alemania) y las imágenes se adquirieron con una cámara SPOT RT Slider (Diagnostic, 
EE.UU.) y su tratamiento se llevó a cabo con el software Adobe Photoshop 7.0.
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3.2.9. Generación de plásmidos
 Para la generación de los vectores necesarios para este trabajo, se han utilizado las técnicas 
habituales de biología molecular (Sambroock et al., 1989): 
•    Técnicas de extracción y puriﬁcación de DNA plasmídico
•    Estrategias de clonaje: utilización de enzimas de restricción, ligación, desfosforilación de 
    DNA plasmídico…
•   Desarrollo de bacterias competentes
•   Electroforesis de DNA
•   Mutagénesis dirigida
3.2.10. Transfección de células 
 En el caso de células adherentes (HEK293) se sembraron un número de células suﬁciente para 
obtener un 90% de conﬂuencia en el momento de transfectar, en un medio carente de antibióticos. 
El DNA fue diluido en Opti-MEM® I Reduced Serum Medium (Gibco®, España). Este DNA fue 
mezclado con LipofectamineTM 2000 (InvitrogenTM, EE.UU.) en una relación DNA-LipofectamineTM 
2000 de 1:4. Posteriormente, se retiró el medio DMEM, añadiéndose en su lugar medio Opti-MEM. 
A continuación las células se incubaron con el complejo DNA-LipofectamineTM 2000. A las 5 horas 
de la transfección se agregó medio DMEM suplementado al cultivo. Las células fueron mantenidas 
en un incubador a 37ºC y al 7% de CO
2
.
3.2.11. Generación de los ratones transgénicos mediante microinyección 
 Las construcciones de los vectores de expresión de los tres transgenes MoPrP.
Xho-TAP1A, MoPrP.Xho-TAP2A y MoPrP.Xho-TAP2B se obtuvieron mediante técnicas de 
biología molecular como se describe en el apartado 4.3.1. Estas tres construcciones fueron 
microinyectadas mediante técnicas clásicas en ratones mixtos CBA-C57BL/6J por parte 
de la empresa Affigen (España). Una vez obtenida la primera generación de cada línea de 
transgénico, se genotiparon  mediante PCR, se seleccionaron y se procedió a la sucesión de 
cruces con ratones C57BL/6J para conseguir la congenicidad de la cepa (ﬁgura MM4). 
 Finalmente se cruzaron con ratones deﬁcientes en el gen tap1 (B6.129S2-tap1tmlArp/J) obtenidos 
de The Jackson Laboratory (Bar Harbor, EE.UU.) para obtener ratones transgénicos sin tap1 murino.
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3.2.12. Mantenimiento de las colonias
 Durante los cruces para la expansión de las líneas transgénicas y durante los cruces con C57BL/
6J, los ratones se mantuvieron en condiciones estériles, con ciclos de luz y oscuridad alternativos de 
12 horas, con agua y alimentos estándar ad libitum (Teklad global 18% protein roden diet, Mucedola, 
Italia). Una vez detectada la preñez de la hembra, ésta se separó y se acondicionó la cubeta para el 
parto.
 Las crías se mantuvieron con la madre hasta los 21 días post-parto, momento en el que se 
destetaron, se identiﬁcaron y se separaron por sexos. 
 Para el genotipado de la progenie, en el momento del destete, se les realizó una biopsia caudal 
con objeto de extraer una muestra de DNA.
3.2.12.1. Extracción del DNA genómico de los ratones
 El DNA se extrajo a partir de la muestra de cola obtenida en el momento del destete. En primer 
lugar se incubó la biopsia de cola durante toda la noche a 56ºC con 750 µl de una solución que contuvo 
NaCl 100 mM, Tris-HCl 50 mM (pH 8.0), EDTA 100 mM (pH 8.0), SDS 1% y proteinasa K 0.5 mg/
ml. Posteriormente se realizó una agitación del tubo durante 5 minutos para homogeneizar la muestra, 
añadiendo entonces 250 µl de NaCl saturado, mezclando y centrifugando a máxima velocidad en una 
microfuga durante 10 minutos. Posteriormente se transﬁrieron 750 µl del sobrenadante con 500 µl 
de isopropanol, mezclando varias veces por inversión, volviendo a centrifugar a máxima velocidad 
durante 5 minutos. El sobrenadante fue retirado por aspiración, y el precipitado lavado con 500 µl de 
etanol al 70%. Tras una nueva centrifugación durante 5 minutos a máxima velocidad, el sobrenadante 













































fue retirado cuidadosamente y, tras eliminar los restos de etanol, el precipitado fue resuspendido en 150 µl 
de agua mQ estéril.
3.2.12.2. Análisis mediante PCR
 Para el genotipado de los ratones se eligió la técnica de la PCR debido a su alta especiﬁcidad y 
rapidez. En el caso del análisis de la presencia o ausencia del transgén, se pusieron a punto las distintas 
reacciones en el sistema ABI Prism 7900HT SD® (Applied Biosystem, EE.UU.) utilizando ensayos 
prediseñados especíﬁcos de los genes humanos TAP1 (código del ensayo: Hs00184465_m1) y TAP2 
(Hs00241060_m1). En el caso de TAP2 el mismo ensayo es válido para TAP2A y TAP2B.  
 Alternativamente se utilizaron varias parejas de oligonucleótidos para el genotipado de los ratones 
transgénicos (tabla MM5). En las ﬁguras MM5 y MM6 se representa la organización genómica de los 
tres genes, TAP1A, TAP2A y TAP2B donde han sido indicadas las posiciones de las distintas parejas de 
oligonucleótidos. 
 Para analizar la presencia de gen tap1 murino se puso a punto una PCR con las condiciones que se 
reﬂejan en la tabla MM5. Las condiciones especíﬁcas en las que se utilizaron los diferentes componentes 



























+ 2 074 - - -
TAP1-kozak ACGGCTCGAGATTATGGCTAGCTCTAGGTGTCCC - 13 (exón 1)
AGTAGCCTGGTGCTAT
CCGCG
Exón 1 392 pb
TAP2-kozak CGGGGTACCGGGATTATGCGGCTCCCTGACCTGAGA - 15 (exón 1)
GAAAAGCTGCTCCCG
GATCCG
Exón 3 690 pb
PrP 107 fw CATTCTGCCTTCCTAGTGGTACC Extremo 5’ - - -
PrP 172 rev GCGAAGGAACAAGCAGGAAGG Extremo 3’ - - -
TAP1m-Intron4 TGTTCTCTGGTCCTTGTCTTC 3’ Intrón 4 - - -
TAPKO CTTGGGTGGAGAGGCTATTC - AGGTGAGATGACAGGAGATC - 280 pb
TAP1-RTmouse CATGCACGGCCGTGTGCACA Exón 3
GTCCAGACTTCAGCCA
CGTAA
Exón 5 1861 pb
TAP1 AACGGTTGGCTCCAAGAGCGAAAACGC Exón 1
GTATCGGCTGAGCCATCTTG
TAGAATC
Exón 2 434 pb
TAP2 AAGATGATAAGGTGATGG Exón 9 TGAACTGCAGCCTGTGAGCAATC Exón 11 285 pb
TAP1-RT CGTGCACAGCCACTTGCAGG Exón 3
GTCCAGGAGTTGACT
GCATAG
Exón 5 476 pb




Preinc. Ampliﬁcación Elongac. Concentración


































72ºC 35 s 72ºC 
2 min
0.5 µM 2 mM
25 58ºC 30 s 72ºC 35 s
3.2.13. Análisis estadístico
 Los análisis estadísticos entre grupos fueron realizados utilizando el test exacto de Fisher 
o el de la t de Student (especiﬁcado en cada caso) para muestras de varianza desigual. Todos los 
valores que muestran la carga de DNA viral fueron expresados como la media ± error estándar de 




Figura MM5. Organización genómica de TAP1. En la parte superior del esquema se 
representa la organización genómica del gen TAP1 en los diferentes exones e intrones, así 
como la posición de las distintas parejas de oligonucleótidos utilizadas en el clonaje y el 
genotipado de los ratones. En el recuadro se muestran varios geles representativos de las PCR 
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Figura MM6. Organización genómica de TAP2. En la parte superior del esquema se 
representa la organización genómica del gen TAP2 en los diferentes exones e intrones, así 
como la posición de las distintas parejas de oligonucleótidos utilizadas en el clonaje, el 
genotipado de los ratones y para la mutagénesis dirigida. En el recuadro se muestran varios 
geles representativos de las PCR donde se analizaron ratones TAP2A (2A), TAP2B  (2B) y 



















4.1. Optimización del método de detección del genoma viral 
 La determinación de la carga viral se analizó mediante PCR cuantitativa debido a su extremada 
sensibilidad y reproducibilidad. Para ello se utilizaron los sistemas Light Cycler® y ABI Prism 7900HT 
SD® puestos a punto previamente en el laboratorio (Ramírez, 2006).
 La cuantiﬁcación de las cargas virales se llevó a cabo mediante la ampliﬁcación de un 
fragmento del gen de la timidin kinasa (tk) del virus HSV-1, a partir de DNA viral extraído de células 
Vero infectadas con concentraciones conocidas de copias virales: 5x105, 5x104, 5x103, 5x102 y 5x101 
copias del genoma por unidad de volumen (µl) (ﬁgura R1). Las condiciones especíﬁcas de la PCR se 
detallan en las tablas MM3 y MM4. Se comprobó la identidad del producto de PCR por su temperatura 
de desnaturalizacion (o melting), por el tamaño del ampliﬁcado en gel de agarosa y mediante análisis 
de restricción. 
Figura R1. Optimización de la PCR de timidin kinasa con el sistema Light Cycler®. La gráﬁca superior 
izquierda muestra el aumento de ﬂuorescencia emitida por SYBR Green I® en relación a los ciclos de 
ampliﬁcación. La gráﬁca inferior izquierda muestra la recta de regresión del número de ciclos frente al 
logaritmo de la concentración de DNA molde expresada en nanogramos (ng). La gráﬁca de la parte superior 
derecha muestra la variación de la ﬂuorescencia  emitida por el SYBR Green I® con respecto a la temperatura. 
En el recuadro se muestra un gel con el producto de la PCR y el resultado de la digestión de este producto con 
las enzimas de restricción AvaI y NlaIV (los números expresan los pares de bases de los fragmentos obtenidos 





















 En todos los casos, la cuantiﬁcación viral se normalizó con respecto al DNA genómico de 
ratón. Para ello, se diseñó una PCR que ampliﬁca un fragmento del gen de la β-actina (tablas MM3 
y MM4), utilizando diluciones seriadas con concentraciones conocidas de DNA genómico: 10, 5, 1, 
0.2 y 0.04 ng/µl (ﬁgura R2). De modo similar a la tk viral, la identidad del fragmento ampliﬁcado se 
comprobó por la temperatura de desnaturalización, por el tamaño del ampliﬁcado en gel de agarosa y 
mediante digestión enzimática. 
Figura R2. Optimización de la PCR de β-actina con el sistema Light Cycler®. La gráﬁca superior izquierda 
muestra el aumento de ﬂuorescencia emitida por SYBR Green I® en relación a los ciclos de ampliﬁcación. 
La gráﬁca inferior izquierda muestra la recta de regresión del número de ciclos frente al logaritmo de la 
concentración de DNA molde expresada en nanogramos (ng). La gráﬁca de la parte superior derecha muestra 
la variación de la ﬂuorescencia  emitida por el SYBR Green I® con respecto a la temperatura. En el recuadro 
se muestra un gel con el producto de la PCR y el resultado de la digestión de este producto con la enzima de 
restricción MseI. (los números expresan los pares de bases de los fragmentos obtenidos como consecuencia 
de la digestión).
 En el sistema ABI Prism 7900HT SD® se diseñaron dos sondas Taqman-MGB® especíﬁcas 
para cuantiﬁcar el DNA viral: una que especíﬁcamente reconoce un ampliﬁcado del gen viral Us12, 
y, para normalizar esta cuantiﬁcación, una sonda que se une a un fragmento del gen murino de la 
gliceraldehído fosfato deshidrogenasa (gapdh) (Ramírez, 2006). La cuantiﬁcación fue realizada 
















4.2. Caracterización de la infección de HSV-1
 Varias especies de animales han servido como modelos de infección para el HSV-1: ratón, 
conejo, mono o cobaya (Norgren y Lehman, 1998), pero el ratón es el modelo más ampliamente 
utilizado debido a su bajo coste de mantenimiento que permite trabajar con un número de animales 
suﬁciente para aportar datos estadísticamente signiﬁcativos. Además, la disponibilidad de una gran 
variedad de ratones transgénicos permite abordar un completo estudio de la interacción del virus con 
su hospedador. Sin embargo, el modelo murino presenta algunas limitaciones como son la reactivación 
in vivo del virus (Sawtell y Thompson, 1992b), y las inherentes al uso de un hospedador no natural 
para el HSV-1 (Kern, 1999). 
 El estudio de la infección está condicionado por la cepa de virus utilizada (Norgren y Lehman, 
1998), así como por la vía de inoculación empleada (Kern, 1999). De hecho, el HSV-1 puede acceder 
al sistema nervioso central (SNC) tanto por una ruta hematógena como por una ruta neural (Johnson, 
1964), de modo que la primoinfección podría determinar la enfermedad producida por este virus. 
Figura R3. Ampliﬁcación de DNA viral y de DNA genómico con el sistema ABI Prism 7900HT SD®. 
Las gráﬁcas en la parte superior muestran las rectas de regresión del número de ciclos frente al logaritmo de 
la concentración de DNA molde expresada en nanogramos (ng). Las gráﬁcas de la parte inferior muestran 





 Con el objetivo de seleccionar la vía más eﬁciente en la llegada del virus al cerebro, en el 
presente trabajo se han estudiado varias rutas de infección del HSV-1 mediante el análisis comparativo 
de cuatro vías de inoculación: intravenosa e intraperitoneal, que experimentalmente siguen una ruta 
de infección hematógena (Aita y Shiga, 2004; Burgos et al., 2002a), e intranasal y de abrasión del 
morro, como rutas de infección neurales (Esiri y Tomlinson, 1984; Tomlinson y Esiri, 1983).
4.2.1. Estudio de la ruta hematógena de infección del HSV-1 
4.2.1.1. Progresión de la enfermedad en la infección hematógena
 Con el objetivo de monitorizar y analizar el progreso de la infección hematógena por las 
distintas vías de inoculación, se realizó un estudio comparativo entre ratones infectados por vía 
intraperitoneal (i.p.) e infectados por vía intravenosa (i.v.) con el virus HSV-1 KOS. Además, se 
incluyó como control un grupo de ratones MOCK que fueron inoculados con solución salina. Tras la 
infección, los animales fueron observados hasta 10 días post-infección (d.p.i.) (ﬁgura R4). Mientras 
que los animales MOCK no presentaron ningún síntoma de enfermedad, los animales infectados 
cursaron con aislamiento social, progresando con escoliosis y protuberancias en la espalda, afectación 
de la capacidad de movimiento, seguida de parálisis total y acusada hipotermia. Este proceso de 
enfermedad ﬁnalizó en todos los casos con la muerte del animal. 
Figura R4. Supervivencia de ratones infectados por vía hematógena con HSV-1. Gráﬁca 
Kaplan-Meier que muestra el índice de supervivencia a lo largo del tiempo (0.8 a 10 d.p.i.) de 60 
ratones correspondientes a ratones MOCK (en blanco) y a ratones inoculados con 106 ufp de HSV-
1 KOS, por vía intravenosa (en negro) o por vía intraperitoneal (en azul). Se utilizó el test de χ2 
para comparar las curvas de supervivencia de los animales inoculados por las distintas vías 





































 Aunque los cursos de la enfermedad y la sintomatología fueron similares los índices de 
supervivencia dependieron de la vía de inoculación elegida (ﬁgura R4). Los ratones infectados por 
vía intravenosa permanecieron asintomáticos hasta 3 días post-infección; a 4 d.p.i. encontramos un 
86% de supervivencia en este grupo, disminuyendo radicalmente a 5.7 d.p.i. hasta un 21%. A partir 
de 7 d.p.i. la supervivencia se mantuvo en un 7%. Por su parte, la infección en los ratones inoculados 
por vía intraperitoneal siguió un curso más lento, permaneciendo asintomáticos hasta el día 4 post-
infección. A 5.7 d.p.i. el índice de supervivencia fue de un 46%, llegando hasta un 23% a 10 d.p.i. En 
términos generales el porcentaje de supervivencia de los ratones infectados por vía intraperitoneal fue 
signiﬁcativamente mayor que los animales inoculados por vía intravenosa (p<0.05).
 De estos resultados se concluye que la infección por vía intravenosa es signiﬁcativamente más 
eﬁciente que la intraperitoneal en relación a la patología asociada, ya que con una dosis equivalente 
de inóculo viral el curso de la enfermedad se adelanta, afectando además a la supervivencia total. 
4.2.1.2. Efecto de la vía de inoculación en la cuantiﬁcación de la carga viral
 Tras el análisis de la sintomatología, se realizó un estudio comparativo de la cuantiﬁcación 
de la carga viral detectada en los diferentes órganos como consecuencia de la vía de inoculación 
hematógena empleada. Para ello, se analizó la carga viral en sangre, ovarios, glándula adrenal, médula 
espinal y encéfalo. Éste último fue dividido en cuatro áreas que arbitrariamente denominamos: 
corteza, mesencéfalo, diencéfalo y cerebelo como ha sido descrito en el apartado 3.2.4.1. 
4.2.1.2.1. Efecto de la vía de inoculación hematógena en la infección aguda a 4 d.p.i.
 Tras la infección hematógena (por vía i.p. o i.v.), los animales fueron sacriﬁcados en dos 
puntos temporales cuya selección se basó en dos situaciones extremas en relación a la enfermedad y 
a la mortalidad observadas en la curva de supervivencia: el punto de 4 d.p.i. fue escogido debido a su 
bajo índice de mortalidad en ambas vías de inoculación, mientras que el punto de 5.7 d.p.i. presenta 
una acusada mortalidad en ambos casos (ﬁgura R4).
 A 4 d.p.i. el análisis de carga viral reveló una mayor cantidad de DNA viral en los órganos de los 
ratones inoculados por vía i.v. en comparación con la vía i.p. En la sangre se detectaron altos niveles de 
DNA viral, independientemente de la vía utilizada, lo que conﬁrma el carácter hematógeno de ambos 
tipos de inoculación. No obstante, la inoculación i.v. presentó una carga viral signiﬁcativamente mayor 
que la i.p. (p<0.05) (ﬁgura R5). Del mismo modo, el DNA viral detectado en la glándula adrenal 
alcanzó niveles signiﬁcativamente mayores en los ratones infectados por vía i.v. Los ovarios de estos 
ratones presentaron una menor carga viral con respecto a los ratones infectados por vía i.p. Este hecho 
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podría deberse a que en una infección más eﬁciente el punto de máxima detección de DNA viral en 
este órgano se encontraría en un tiempo anterior al analizado. Como se puede observar en la ﬁgura 
R5, en el sistema nervioso se apreciaron mayores diferencias que en los órganos periféricos entre las 
dos vías debido al neurotropismo del virus. En el caso particular del encéfalo, los ratones infectados 
por vía intravenosa presentaron niveles virales de hasta 1 000 veces más que en los infectados por 
vía intraperitoneal. El análisis de las cargas virales en los ganglios trigéminos reveló, de nuevo, una 
mayor eﬁciencia de la vía intravenosa en el acceso al sistema nervioso periférico (SNP).
Figura R5. Cuantiﬁcación de la carga de DNA viral en la ruta de infección hematógena a 4 d.p.i. 
Las barras representan la media ± SEM de la cuantiﬁcación de DNA viral (expresado como genomas 
virales y normalizado con respecto a 100 ng de DNA genómico). Se inocularon 10 ratones por vía 
intravenosa (en rojo) y 5 ratones por vía intraperitoneal (en blanco). En ambos casos se infectaron con 
106 ufp de HSV-1 KOS y se sacriﬁcaron a 4 d.p.i. Se utilizó el test exacto de Fisher para comparar la 
carga viral entre ambas vías de inoculación en los diferentes órganos (* p<0.05).
 En el análisis del encéfalo en las cuatro regiones arbitrarias previamente deﬁnidas, se observó 
que el área principalmente infectada en ambas condiciones fue el mesencéfalo, seguido del diencéfalo, 
la corteza y por último el cerebelo. Los niveles de virus detectados fueron signiﬁcativamente mayores 
en todas las regiones del encéfalo de los ratones infectados por vía i.v. en relación a los infectados por 
vía i.p. (p<0.05) (ﬁgura R6). 
 Estos resultados indican que la vía intravenosa presenta una mayor eﬁciencia en la infección, 
que se hace más evidente en el SN. Además, demuestran que ambas vías siguen la misma ruta de 
invasión, conﬁrmando la secuencia hematógena previamente descrita en nuestro laboratorio para la 

























Inoculación intravenosa Inoculación intraperitoneal
























4.2.1.2.2. Efecto de la vía de inoculación hematógena en la infección aguda a 5.7 d.p.i.
 En este punto temporal los ratones infectados por vía intravenosa presentaron un índice de 
supervivencia de tan solo un 21%, y de éstos el 100% presentó graves síntomas de enfermedad, por 
lo que no se incluyeron en el estudio. 
 El análisis de la carga viral en los órganos de los ratones infectados intraperitonealmente 
(ﬁgura R7) indica de nuevo el carácter hematógeno de la infección. El virus fue detectado en sangre a 
5.7 d.p.i. con unos niveles similares a los detectados a 4 d.p.i. (comparación de las ﬁguras R5 y R7). 
Del mismo modo, se detectó el DNA viral en los ovarios y en las glándulas adrenales, aunque en los 
ovarios los niveles de virus fueron menores que a 4 d.p.i. lo que se corresponde con la entrada del 
virus al sistema nervioso central (Burgos et al., 2002a; Ramírez, 2006). De hecho, los niveles virales 
en médula espinal, encéfalo y ganglios trigéminos fueron mayores que a 4 d.p.i., pero similares a los 
detectados en estos mismos órganos infectados por vía intravenosa (comparación de las ﬁguras R5 
y R7), lo que indica una anticipación en la ruta de invasión del virus en la inoculación intravenosa 
frente a la intraperitoneal. 
Figura R6. Cuantiﬁcación de la carga de DNA viral en el encéfalo en la ruta 
de infección hematógena a 4 d.p.i. Las barras representan la media ± SEM de 
la cuantiﬁcación de DNA viral (expresado como genomas virales y normalizado 
con respecto a 100 ng de DNA genómico) de las cuatro regiones del encéfalo 
analizadas. Se infectaron 10 ratones, por vía intravenosa (en rojo) y 5 por vía 
intraperitoneal (en blanco). En ambos casos se infectaron con 106 ufp de HSV-1 
KOS y se sacriﬁcaron a 4 d.p.i. Se utilizó el test exacto de Fisher para comparar la 
carga viral entre ambas vías de inoculación en los diferentes órganos (*p<0.05).
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 Los resultados obtenidos en este estudio muestran el carácter hematógeno de las dos vías de 
inoculación utilizadas. En la ruta hematógena el virus alcanza el SNC desde el torrente sanguíneo a 
través de órganos periféricos como la glándula adrenal o el ovario mediante sus conexiones anatómicas 
con la médula espinal, como ya ha sido descrito previamente en nuestro laboratorio (Burgos et 
al., 2002a; Ramírez, 2006). Desde la médula espinal el virus alcanza el mesencéfalo, desde donde 
coloniza los ganglios trigéminos y regiones más distales del cerebro. La distribución del DNA viral 
en el encéfalo sugiere un orden de neuroinvasión del virus desde el mesencéfalo hasta regiones más 
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Figura R7. Cuantiﬁcación de la carga de DNA 
viral en la ruta de infección hematógena a 5.7 
d.p.i. Las barras representan la media ± SEM de 
la cuantiﬁcación de DNA viral (expresado como 
genomas virales y normalizado con respecto a 100 
ng de DNA genómico). Se utilizaron 10 ratones, que 
fueron inoculados por vía intraperitoneal con 106 
ufp de HSV-1 KOS y sacriﬁcados a 5.7 d.p.i. En el 
recuadro inferior se presentan las cuatro regiones del 
encéfalo analizadas.
 En una disección más detallada del encéfalo, se observó la presencia de genomas virales en 
todas las zonas cerebrales analizadas, donde el mesencéfalo fue de nuevo la región principalmente 
infectada seguida del diencéfalo, la corteza y en último lugar el cerebelo (ﬁgura R7) sugiriendo, otra 
vez, el orden de neuroinvasión seguido por el virus tras la infección hematógena.
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 El estudio comparativo de la carga viral en las dos vías de inoculación indica que la vía 
intravenosa es más eﬁciente en la neuroinvasión lo que se correlaciona con la anticipación de los 
síntomas clínicos por esta vía.
4.2.1.3. Estudio inmunohistoquímico de la infección hematógena en el cerebro
 Tras el análisis de la cuantiﬁcación de la carga viral de los ratones infectados por la ruta 
hematógena (por vía i.v e i.p.) se realizó un estudio inmunohistoquímico para la detección de antígenos 
virales en el encéfalo de ratón. Este análisis se llevó a cabo en la fase de infección aguda debido a 
que es cuando se produce la transcripción de los genes virales. El virus fue detectado mediante 
inmunohistoquímica en cortes sagitales seriados de cerebro utilizando el anticuerpo anti-HSV-1 (tabla 
MM1), que reconoce las principales glicoproteínas presentes en la envuelta viral. 
 El análisis inmunohistoquímico de la infección por las dos vías de inoculación hematógenas 
(i.p. e i.v.) reveló detección de antígenos virales de forma exclusiva en los ratones infectados por vía 
intravenosa. La ausencia de marcaje en los ratones infectados por vía intraperitoneal fue consecuencia 
de la menor sensibilidad de la técnica de inmunohistoquímica en relación a la PCR cuantitativa. 
No obstante, en trabajos previos realizados en el laboratorio se detectaron antígenos virales tras 
la inoculación intraperitoneal mediante la utilización de otro anticuerpo que reconoce la proteína 
viral VP16 (Ramírez, 2006). Esto indica que el anticuerpo anti-VP16 es más sensible y que para la 
detección con el anticuerpo anti-HSV-1 debe superarse un umbral mínimo de infección más alto que 
para VP16. 
 El marcaje positivo con el anticuerpo anti-HSV-1 estuvo restringido en todos los casos 
a los animales que presentaron avanzados síntomas de enfermedad. En la ﬁgura R8 se muestran 
micrografías representativas de las distintas regiones del encéfalo. El análisis inmunohistoquímico 
mostró la presencia de antígenos virales predominantemente en la región mesencefálica, donde 
observamos la presencia del virus en la médula, el puente y el mesencéfalo. También fue observado 
en el diencéfalo, concretamente en el tálamo y el hipotálamo. 
RESULTADOS
68
 Estos resultados demuestran la mayor eﬁciencia de la vía intravenosa en la infección por 
HSV-1 donde se observó una distribución viral predominante en el mesencéfalo, pero que prosiguió 
hasta zonas más profundas del encéfalo, como el tálamo y el hipotálamo. El marcaje negativo en 
otras zonas del cerebro pudo deberse al menor número de copias alcanzado en esas regiones como ha 
mostrado el análisis cuantitativo. 
4.2.1.4. Estudio comparativo de la infección hematógena de las cepas virales HSV-1 KOS y F
 Las distintas cepas de virus presentan comportamientos diferentes como consecuencia de 
la capacidad replicativa del virus (Sawtell et al., 1998), la ruta de inoculación empleada (Dix et al., 
1983) o la evasión del sistema inmune del hospedador (Lewandowski et al., 1993; Neumann et al., 
2003) entre otros factores. Se ha descrito que las cepas KOS y F diﬁeren en su virulencia tras la 
infección neural de ratones BALB/c (Lewandowski et al., 1993). Sin embargo, ambas cepas persisten 
en el cerebro, si bien los autores postulan que sus diferencias en la virulencia se deben a la interacción 
del virus con los linfocitos CD4+. 
Figura R8. Detección inmunohistoquímica de HSV-1 en las diferentes regiones del encéfalo tras la inoculación 
intravenosa.  Se inocularon 5 ratones por vía intravenosa con 106 ufp de HSV-1 KOS y se sacriﬁcaron a 5.7 d.p.i. El 
virus se detectó mediante el anticuerpo anti-HSV-1. Los insertos muestran una ampliﬁcación de la zona de interés (las 

























 En el presente trabajo se ha desarrollado un estudio comparativo tras la inoculación hematógena 
de las cepas KOS y F. Para ello se inocularon ambos virus por vía intravenosa, puesto que es la vía 
más eﬁciente de acceso del virus al sistema nervioso (SN). A 4 d.p.i. el 55% de los ratones inoculados 
con la cepa KOS presentaron síntomas severos de enfermedad, similares a los descritos en el apartado 
4.2.1.1., mientras que los inoculados con la cepa F permanecieron asintomáticos durante todo el 
estudio. De estos datos se deduce que la cepa KOS es más virulenta que la cepa F tras la infección 
hematógena.
 La ﬁgura R9 muestra el estudio comparativo de las cargas virales a 4 d.p.i. tras la infección 
con ambas cepas virales. Las evidencias clínicas se correlacionaron con la carga viral detectada 
en los diferentes órganos, puesto que los ratones infectados con KOS presentaron niveles virales 
signiﬁcativamente mayores que los inoculados con F en cada uno de los órganos analizados (p<0.05). 
Esta diferencia es evidente desde la sangre y en los órganos periféricos como el ovario o la glándula 
adrenal. Las regiones pertenecientes al sistema nervioso como la médula espinal, el encéfalo y los 
ganglios trigéminos presentaron diferencias más evidentes aún que los órganos periféricos (ﬁgura R9, 
tabla anexa). 
Figura R9. Estudio comparativo de las cepas HSV-1 KOS y F tras la infección hematógena. Las 
barras representan la media ± SEM de la cuantiﬁcación de DNA viral (expresado como genomas virales y 
normalizado con respecto a 100 ng de DNA genómico) de los órganos de 10 ratones infectados con 106 ufp 
de HSV-1 KOS (en negro) y 5 ratones infectados con 106 ufp de HSV-1 F (en blanco). En ambos casos los 
ratones fueron inoculados por vía intravenosa y se sacriﬁcaron a 4 d.p.i. Se utilizó el test exacto de Fisher 





























































 El encéfalo fue el órgano donde existió una mayor diferencia en las cargas virales, siendo 
la cepa KOS más neuroinvasiva que la F. La región principalmente infectada en ambos casos fue el 










































Figura R10. Estudio comparativo de 
las cepas HSV-1 KOS y F en el encéfalo 
tras la infección hematógena. Las 
barras representan la media ± SEM de la 
cuantiﬁcación de DNA viral (expresado 
como genomas virales y normalizado con 
respecto a 100 ng de DNA genómico) de 
las cuatro regiones del encéfalo de 10 
ratones infectados con 106 ufp de HSV-
1 KOS (en negro) y 5 ratones infectados 
con 106 ufp de HSV-1 F (en blanco). En 
ambos casos los ratones fueron inoculados 
por vía intravenosa y se sacriﬁcaron a 4 
d.p.i. Se utilizó el test exacto de Fisher 
para comparar la carga viral obtenida en 
las diferentes regiones entre ambas cepas 
(*p<0.05).
 Atendiendo a estos resultados podemos concluir que la cepa HSV-1 KOS es más virulenta que 
la cepa HSV-1 F tras la infección hematógena, ya que los animales infectados con KOS presentaron 
síntomas de enfermedad, mientras que los infectados con HSV-1 F permanecieron asintomáticos 
durante todo el estudio. Asimismo, podemos concluir que la cepa KOS fue mucho más invasiva tras 
la infección hematógena, puesto que se detectó una mayor carga viral en todos los órganos de los 
ratones infectados que se hace especialmente evidente en el SN. 
4.2.1.5. Cinética del HSV-1 F en la infección hematógena
 Los resultados obtenidos en el apartado anterior indican que el virus HSV-1 F sigue una ruta 
hematógena tras la infección i.v. Este estudio fue ampliado mediante una cinética de infección con 
esta cepa viral con el objetivo de realizar una comparación con datos previos de nuestro laboratorio 
donde se ha demostrado la ruta hematógena de la cepa KOS tras la inoculación intraperitoneal (Burgos 
et al., 2002a; Ramírez, 2006). Además, el análisis de la cinética de la cepa F permitirá establecer 
los parámetros óptimos de infección que servirán para futuros estudios comparativos con una cepa 
mutante en el gen Us12 (gen que codiﬁca para la proteína ICP47) generada a partir de la cepa F 
(Mavromara-Nazos et al., 1986). 
 Tras la inoculación de los ratones por vía intravenosa se monitorizó la evolución de la 
infección hasta 10 días post-infección. De nuevo, no se observaron síntomas de enfermedad en los 
ratones infectados. De este modo comprobamos que la cepa F se presenta como una cepa menos 
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virulenta que la cepa KOS a lo largo de toda la cinética, como se observó al contrastar estos datos con 
los obtenidos previamente en el apartado 4.2.1.4. y con datos previos del laboratorio (Burgos et al., 
2002a; Ramírez, 2006). 
 El análisis de la carga viral reveló la presencia del genoma viral en sangre de forma constante 
a lo largo del tiempo (ﬁgura R11), lo que supone una viremia constante que conﬁrma datos previos 
donde se demostró este mismo comportamiento con la cepa KOS tras la inoculación i.p. (Burgos et 
al., 2002a; Ramírez, 2006). De igual forma, los ovarios y la glándula adrenal se conforman como 
órganos diana en la entrada del virus al sistema nervioso (Burgos et al., 2005; Ramírez, 2006). En 
los ovarios la carga viral presenta un pico a 2 d.p.i., momento en el que empiezan a decaer los 
niveles virales en este órgano hasta hacerse indetectables a partir del día 6 post-infección. El máximo 
punto de carga viral en la glándula adrenal corresponde a 3 d.p.i., aunque ya se detecta a 0.8 d.p.i., 
decayendo posteriormente. Fue en este punto temporal, al disminuir los niveles de DNA viral en 
glándula adrenal, cuando se aprecia un aumento en la carga de DNA viral en la médula espinal y 
comienza a detectarse el genoma viral en el encéfalo, lo que indica la entrada masiva del virus al SN. 
El máximo de carga viral en encéfalo en esta cinética correspondió a 10 d.p.i. Por último la carga viral 
en los ganglios trigéminos se restringió entre los días 2 y 4 post-infección. 
Figura R11. Cinética 
de la infección 
hematógena con la 
cepa HSV-1 F. Se 
inocularon 35 ratones 
con 106 ufp de HSV-1 
F por vía intravenosa. 




0.8. hasta 10 d.p.i). 
Las líneas representan 
la media ± SEM del 
número de copias 
virales (normalizadas 
por 100 ng de DNA 
genómico de ratón) 

















































































 A partir de los datos obtenidos en esta cinética de infección, se determinó el punto temporal 
de 10 d.p.i. para posteriores experimentos de infección aguda con el virus HSV-1 F debido a que es 
el momento de mayor carga viral en el encéfalo, órgano de especial interés en este trabajo.
 Este estudio conﬁrma la menor virulencia de la cepa F, puesto que ha sido llevado a cabo a 
tiempos más largos que en el análisis comparativo de las dos cepas mostrado en el apartado anterior. 
Además se ha deﬁnido la ruta hematógena seguida por el virus F comprobándose que coincide con la 
descrita previamente para la cepa KOS (Burgos et al., 2002a; Ramírez, 2006). 
4.2.1.6. Curva de dosis de HSV-1 F
 Para evaluar la inﬂuencia de la dosis de virus inoculada en la eﬁciencia de la infección del 
virus HSV-1 F, se llevó a cabo un estudio comparativo con tres dosis de inoculación diferentes: 106, 
107 y 108 ufp. 
 Los animales fueron sacriﬁcados a 10 d.p.i., punto temporal seleccionado porque presentó 
la máxima carga viral en el encéfalo. En este punto temporal, todos los animales permanecieron 
asintomáticos, independientemente de la dosis inoculada, lo que corrobora una vez más la baja 
neurovirulencia de esta cepa viral. 
 En la ﬁgura R12 se reﬂeja la carga viral detectada en función de la dosis de inoculación. 
Aquí se puede observar que las tres dosis estudiadas presentaron un mismo patrón de infección 
independientemente de la dosis inoculada. La sangre presentó la mayor concentración de DNA viral 
proporcionalmente a la dosis inoculada, seguida por el sistema nervioso: médula espinal, encéfalo y 
ganglios trigéminos, lo que indica el neurotropismo del HSV-1, y conﬁrma la conexión anatómica y 
funcional entre la sangre y el SNC (Burgos et al., 2002a; Johnson, 1964). 
 En un análisis más detallado del cerebro (ﬁgura R12), se observó que el mesencéfalo fue la 
región donde se detectó más carga viral, seguido del diencéfalo, la corteza y ﬁnalmente el cerebelo. 
El orden de colonización se repitió en las tres dosis, excepto en el caso del cerebelo donde el HSV-1 
fue detectado únicamente con la mayor de las dosis. 
 Con la dosis de inoculación de 108 ufp, los niveles virales detectados en las tres regiones 
del SN alcanzaron valores similares, lo que sugiere que se ha alcanzado un punto de saturación en 
la infección. Por este motivo elegimos la dosis de 107 ufp que claramente se encuentra en la fase de 
infección aguda y que además asegura la colonización del SN.
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 Los resultados obtenidos en este estudio muestran a la cepa F como menos neurovirulenta 
que la cepa KOS. Esta característica se correlaciona con la baja neuroinvasividad demostrada por la 
cepa F, que en ningún momento alcanzó los niveles de carga viral detectados en el encéfalo de ratones 
infectados con KOS, ni siquiera con la dosis de inoculación más alta de virus F, donde a pesar de 
alcanzarse mayores cargas virales en sangre que en la infección con KOS, la colonización del SN fue 
mucho menor (comparación de las ﬁguras R9 y R12). 
 La comparación de los datos obtenidos en la cinética de infección con datos previos del 
laboratorio, demuestra que ambas cepas siguen la misma ruta hematógena de infección, donde cabe 
destacar la conexión entre la sangre y el SN y la conformación de los ovarios y la glándula adrenal 
como órganos diana para el acceso del virus al SN tras la inoculación hematógena de cualquiera de 
las dos cepas.
4.2.2. Estudio de la ruta neural de infección del HSV-1 
 La ruta neural está aceptada como el modo de infección más común para el HSV-1. Esta 






















































Figura R12. Carga de DNA viral en función de la dosis 
de inoculación. Las barras representan la media ± SEM del 
número de copias de virus (normalizado por 100 ng de DNA 
genómico de ratón) de las regiones de 21 ratones infectados 
con 106 ufp (en blanco), 107 ufp (en verde claro) y 108 ufp 
(en verde oscuro) de HSV-1 F. Los ratones fueron inoculadas 
por vía intravenosa y sacriﬁcados y diseccionados a 10 d.p.i. 
Se utilizó el test exacto de Fisher para comparar la carga 
viral obtenida en los diferentes órganos con respecto a la 
condición de 106 ufp (*p<0.05). En el recuadro inferior se 
presentan las cuatro regiones del encéfalo analizadas.
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de primoinfección (Whitley, 1996). Como aproximación experimental, se han descrito varias vías 
de inoculación que mimetizan la infección neural en el modelo murino donde el acceso del virus se 
produce a través del nervio trigémino (Davis y Johnson, 1979) que se puede alcanzar mediante una 
herida en el morro del animal (por abrasión del morro) (Sawtell y Thompson, 1992a) por donde 
el virus infecta la rama mandibular del nervio trigémino (Esiri y Tomlinson, 1984; Johnson, 1998; 
Roizman, 1990), o mediante la infección a través del sistema olfativo y de la rama maxilar del nervio 
trigémino, mediante la inoculación intranasal (Barnett et al., 1993; Tomlinson y Esiri, 1983). 
4.2.2.1. Progresión de la enfermedad en la infección neural
 Con el objetivo de monitorizar y analizar la progresión de la infección neural, realizamos 
un estudio comparativo entre ratones infectados por vía intranasal (i.n.) y por abrasión del morro 
(a.m.). Como control se incluyeron ratones MOCK inoculados con solución salina. Tras la infección, 
los animales fueron observados durante 10 días (ﬁgura R13). Mientras que los animales MOCK no 
presentaron síntomas de enfermedad, los ratones afectados por la infección, independientemente de 
la vía de inoculación utilizada, presentaron en primer lugar encefalitis en la zona frontal de la cabeza, 
con queratitis oculares ocasionales. Eventualmente, la enfermedad cursó con escoliosis, parálisis y 
ﬁnalmente la muerte del animal, aunque en la mayoría de los casos este cuadro agudo remitió y los 
animales se recuperaron. 
Figura R13. Progresión de la 
enfermedad en animales infectados 
por la ruta neural mediante dos 
vías de inoculación.  Las líneas 
muestran el porcentaje de animales 
enfermos con respecto al tiempo en 
ratones inoculados por vía intranasal 
(línea azul) e inoculados por abrasión 
del morro (línea naranja) con 106 ufp 
de HSV-1 KOS.
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 El curso de la enfermedad en las dos vías de inoculación siguió perﬁles de enfermedad 
similares (ﬁgura R13). A 4 d.p.i. alrededor del 20% de los ratones infectados por vía i.n. presentaron 
síntomas de enfermedad, alcanzando un máximo de un 90% a día 5.7 post-infección. En los ratones 
infectados por a.m. la aparición de los síntomas clínicos siguió un curso más lento puesto que hasta 
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5.7 d.p.i. no se observaron animales enfermos (20% de los animales), alcanzándose un pico de un 
40% de enfermedad a 7 d.p.i. 
 Según lo observado en este estudio, la vía de inoculación intranasal resulta más eﬁciente 
que la de abrasión del morro, puesto que hay un adelantamiento de la sintomatología y un mayor 
porcentaje de animales afectados por la infección. 
4.2.2.2. Estudio de la ruta neural en la fase de infección aguda
 Tras el análisis de la progresión de la enfermedad, se realizó un estudio comparativo de la 
carga de DNA viral similar al llevado a cabo para la ruta hematógena. Para ello, se compararon las 
dos vías de inoculación neurales a 4 y 5.7 d.p.i., puntos temporales ﬁjados previamente para el estudio 
de la fase aguda de la infección hematógena y que se eligieron aquí con objeto de comparar las dos 
rutas de infección en las mismas condiciones experimentales. Además, el punto temporal de 5.7 d.p.i. 
es especialmente interesante puesto que presentó un porcentaje de enfermedad signiﬁcativamente 
diferente en ambas vías de inoculación. Adicionalmente, se realizó un estudio comparativo en la fase 
de latencia de la infección neural a 37 d.p.i., tiempo suﬁciente para el establecimiento de la latencia 
del HSV-1 (Roizman, 1996; Roizman y Sears, 1987), con el objetivo de comparar la ruta neural con 
la hematógena, estudio que fue desarrollado previamente en nuestro laboratorio tras la inoculación 
intraperitoneal (Burgos et al., 2006b; Ramírez, 2006). 
4.2.2.2.1. Efecto de la vía de inoculación en la cuantiﬁcación de la carga viral a 4 d.p.i.
 El análisis de la carga viral en este punto temporal mostró que los ganglios trigéminos y el 
encéfalo fueron los órganos que presentaron una mayor carga viral en las dos vías de inoculación, 
revelando valores muy similares independientemente de la vía seleccionada.
 En la inoculación intranasal, el virus alcanzó la médula espinal y el ovario, mientras que en 
la de abrasión del morro se detectó el genoma viral en la glándula adrenal. En ambos casos el virus 
alcanzó el torrente sanguíneo donde se detectó una carga viral similar. Los niveles virales de los 
órganos periféricos fueron mucho menores que en el SN, debido al neurotropismo del HSV-1, aunque 
el virus acaba alcanzando el torrente sanguíneo a través de la glándula adrenal o de los ovarios, que 
de nuevo se conforman como órganos diana para la distribución del virus desde el SN hasta la sangre. 
 El análisis del encéfalo dividido en las cuatro regiones habituales (ﬁgura R15) reveló que la 
región con mayor carga viral fue el mesencéfalo independientemente de la vía de inoculación utilizada. 
El desarrollo de la infección en las dos vías presentó diferencias signiﬁcativas en la distribución 
viral en el encéfalo, puesto que en la vía de abrasión del morro, la carga viral en el diencéfalo fue 
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mayor que en la corteza, mientras que en la vía intranasal la corteza y el diencéfalo no presentaron 
diferencias signiﬁcativas. El cerebelo fue la región menos infectada en las dos vías lo que indica que 
es la última región alcanzada en el proceso de colonización.
Figura R14. Estudio comparativo de la vía de inoculación mediante cuantiﬁcación del DNA viral en la ruta de 
infección neural a 4 d.p.i. Las barras representan la media ± SEM del número de copias virales (normalizado por 100 
ng de DNA genómico de ratón). Se infectaron 33 ratones por abrasión del morro (en naranja) y por vía intranasal (en 
azul). En ambos casos se inocularon con 106 ufp de HSV-1 KOS y se sacriﬁcaron a 4 d.p.i. Se utilizó el test exacto de 
















































Figura R15. Estudio comparativo de la vía de inoculación en el encéfalo 
mediante cuantiﬁcación del DNA viral en la ruta de infección neural a 4 
d.p.i. Las barras representan la media ± SEM del número de copias virales 
(normalizado por 100 ng de DNA genómico de ratón). Se infectaron 33 ratones 
por abrasión del morro (en naranja) y por vía intranasal (en azul). En ambos 
casos se inocularon con 106 ufp de HSV-1 KOS y se sacriﬁcaron a 4 d.p.i. Se 
utilizó el test exacto de Fisher para comparar la carga viral entre ambas vías de 
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 Estos resultados sugieren que en la ruta neural el virus, independientemente de la vía de 
inoculación, infecta principal e inicialmente al sistema nervioso, debido al neurotropismo del HSV-1. 
No obstante, en el punto ﬁnal de la infección  acaba alcanzando el torrente sanguíneo a través de órganos 
periféricos como la glándula adrenal o el ovario, lo que de nuevo conﬁrma la conexión anatómica 
entre el SN y la sangre. La infección preferencial de los ganglios trigéminos y del mesencéfalo, 
independientemente de la vía de inoculación, indicó que estas regiones son comunes en el acceso 
del virus por ambas vías, lo que se corresponde con la conexión anatómica del nervio trigémino 
con el ganglio y de éste con la región mesencefálica. No obstante, estas dos vías neurales presentan 
diferencias en el patrón de distribución en otras regiones más profundas del encéfalo, lo que sugiere 
que existen diferencias en la neuroinvasión de las regiones distales. Estudios previos han descrito que 
tras la inoculación intranasal el virus accede al SNC a través de los bulbos olfatorios (Tomlinson y 
Esiri, 1983), que en la disección del encéfalo llevada a cabo en este estudio se encuentran englobados 
en la corteza, lo que explicaría la equivalencia en las cargas virales entre el diencéfalo y esta región. 
Esta entrada del virus al SNC es complementaria al acceso por el nervio trigémino que conduce al 
virus a la región mesencefálica. 
4.2.2.2.2. Efecto de la vía de inoculación en la cuantiﬁcación de la carga viral a 5.7 d.p.i.
 El análisis de la carga viral a 5.7 d.p.i. mostró que, al igual que en el punto temporal anterior, 
los ganglios trigéminos y el encéfalo fueron las regiones con mayor nivel viral (ﬁgura R16), lo que 
indica de nuevo el neurotropismo viral y además conﬁrma la ruta de invasión neural. Sin embargo, se 
observó un aumento signiﬁcativo (p<0.005) de la carga viral en el encéfalo de los ratones infectados 
por vía intranasal en relación al pico de enfermedad en este grupo de ratones inoculados por a.m. (ver 
ﬁgura R13) y a la disminución de los niveles de virus en los ganglios trigéminos.
 En la médula espinal se produjo un incremento de DNA viral en los ratones inoculados 
mediante la vía intranasal. Este aumento se correlacionó con la aparición del virus en la glándula 
adrenal, que presentó unos niveles virales signiﬁcativamente mayores que en los ratones inoculados 
por abrasión del morro (p<0.05) y con una mayor presencia de DNA viral en la sangre de los ratones 
inoculados por vía intranasal. 
 Todos estos resultados indican que la ruta de colonización del virus tras la infección neural 
sigue una secuencia desde los ganglios trigéminos hasta el encéfalo, la médula espinal, la glándula 
adrenal y ﬁnalmente llega al torrente sanguíneo. 
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Figura R16. Estudio comparativo de la vía de inoculación mediante cuantiﬁcación del DNA viral en la ruta de 
infección neural a 5.7 d.p.i. Las barras representan la media ± SEM del número de copias virales (normalizado por 
100 ng de DNA genómico de ratón). Se infectaron 19 ratones por abrasión del morro (en naranja) y por vía intranasal 
(en azul). En ambos casos se inocularon con 106 ufp de HSV-1 KOS y se sacriﬁcaron a 5.7 d.p.i. Se utilizó el test 
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 Los resultados obtenidos en este punto temporal sugieren que la vía intranasal es más eﬁciente 
en la invasión del virus puesto que se alcanzaron mayores cargas virales en el sistema nervioso y en 
la sangre, lo que se correlaciona con un mayor porcentaje de animales enfermos con respecto a los 
infectados por abrasión del morro (p<0.05).
 En la ﬁgura R17 se muestra una representación de la cuantiﬁcación del DNA viral en el encéfalo. 
Aquí se observa que a 5.7 d.p.i. la región con mayor carga viral fue el mesencéfalo independientemente 
de la vía de inoculación utilizada, siendo en la vía intranasal donde se alcanzaron mayores niveles 
virales. En la vía de abrasión del morro la carga viral del diencéfalo disminuyó signiﬁcativamente 
con respecto a 4 d.p.i. mientras que en la corteza sus valores aumentaron, lo que indica que el virus 
sigue una ruta de colonización desde el mesencéfalo a través del diencéfalo hasta la corteza. En la vía 




 El análisis comparativo de la distribución del virus tras las dos vías de inoculación sugiere 
que en la vía de abrasión el acceso del virus al encéfalo se produce mayoritariamente a través del 
mesencéfalo, desde donde el virus accede al diencéfalo y desde aquí a la corteza. Sin embargo en la vía 
intranasal se observó una distribución diferencial probablemente debida al acceso del virus a través 
de los bulbos olfatorios y del mesencéfalo (Johnson, 1998; Tomlinson y Esiri, 1983). Este estudio 
comparativo sugiere que las dos vías neurales presentan una infección preferente del sistema nervioso, 
donde las regiones que presentan mayor carga viral son los ganglios trigéminos y el mesencéfalo.
 El análisis de las cargas virales indica que tras la infección neural, independientemente de la 
vía de inoculación, el virus sigue una ruta de colonización donde alcanza en primer lugar el ganglio 
trigémino, desde donde accede al cerebro a través del mesencéfalo, lo que permite su distribución a 
zonas más profundas del encéfalo como el diencéfalo, la corteza y el cerebelo. Tras la inoculación 
intranasal el virus adicionalmente accede al SNC además a través de los bulbos olfatorios desde 
donde alcanza igualmente otras regiones de la corteza, el diencéfalo y el cerebelo. Seguidamente, el 
virus llega al torrente sanguíneo a través de órganos periféricos como el ovario y la glándula adrenal 
que permiten su acceso a través de las conexiones anatómicas de estos órganos con la médula espinal 
(Gerendai y Halasz, 2000; Hill et al., 1986). 
Figura R17. Estudio comparativo de la vía de inoculación en el encéfalo 
mediante cuantiﬁcación del DNA viral en la ruta de infección neural a 5.7 d.p.i. 
Las barras representan la media ± SEM del número de copias virales (normalizado 
por 100 ng de DNA genómico de ratón). Se infectaron 19 ratones por abrasión del 
morro (en naranja) y por vía intranasal (en azul). En ambos casos se inocularon 
con 106 ufp de HSV-1 KOS y se sacriﬁcaron a 5.7 d.p.i. Se utilizó el test exacto de 
Fisher para comparar la carga viral entre ambas vías de inoculación obtenida en los 
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 Por último, los datos obtenidos en la comparación de las cargas virales reveló que los ratones 
infectados por vía intranasal presentan mayores niveles virales en los órganos analizados, que junto 
con la aceleración en los síntomas clínicos presentados, sugieren que esta vía intranasal es más 
eﬁciente que la de abrasión del morro.
4.2.2.2.3. Estudio inmunohistoquímico de la infección neural en el cerebro
 Una vez realizado el análisis cuantitativo de la carga de DNA viral en ambas rutas, se llevaron 
a cabo estudios inmunohistoquímicos en cortes de cerebro para detectar la presencia de antígenos 
virales en la fase aguda tras la infección neural. Del mismo modo que en el apartado 4.2.1.3., se 
realizó una exploración del virus en cortes sagitales seriados de cerebro de ratones infectados por 
ambas vías neurales utilizando el anticuerpo anti-HSV-1 (tabla MM1) (ﬁgura R18). 
 En esta fase de la infección se detectaron antígenos virales en los cerebros de animales 
infectados por vía intranasal. Este marcaje se restringió a la región del mesencéfalo, concretamente 
al tallo cerebral y siempre en aquellos animales que presentaron encefalitis. De nuevo, los resultados 
muestran que los datos obtenidos en el análisis cuantitativo de la carga viral (apartado 4.2.2.2.) se 
correlacionan con el análisis inmunohistoquímico, donde sólo en el caso de la infección intranasal 
detectamos el virus en la región que correlativamente presenta una mayor cantidad de DNA viral.
Figura R18. Detección inmunohistoquímica de HSV-1 en el encéfalo tras la inoculación intranasal. 
Se inocularon 5 ratones por vía intranasal con 106 ufp de HSV-1 KOS y se sacriﬁcaron a 5.7 d.p.i. En A, 
se muestra el marcaje detectado con el anticuerpo anti-HSV-1 en el tallo cerebral. En B, se muestra una 










4.2.2.3. Estudio de la ruta neural en la fase de latencia
 Tras la fase de infección aguda, el HSV-1 entra en fase de latencia aproximadamente 21 
días después de la inoculación (Roizman, 1990; Roizman y Sears, 1987). Se ha demostrado que los 
ganglios trigéminos constituyen una de las regiones preferenciales del virus para el establecimiento 
de la latencia (Decman et al., 2005; Miller et al., 1998; Roizman, 1990). En el presente estudio, se 
analizaron ratones infectados por vía neural a 37 días post-infección, tiempo suﬁciente para asegurar 
la presencia del virus en forma latente. Además de los ganglios trigéminos, se incluyeron en el estudio 
el resto de órganos analizados en la infección aguda.
 En la fase de latencia se observó una tendencia muy similar en las cargas virales analizadas en 
las dos vías neurales. En ambos casos la detección viral quedó restringida a los ganglios trigéminos y 
al encéfalo, mientras que la sangre presentó cantidades residuales de genoma viral (ﬁgura R19). Los 
niveles de carga viral en los ganglios trigéminos y en el encéfalo disminuyeron signiﬁcativamente 
con respecto a los detectados en la fase aguda de la infección. Esta disminución fue más acusada en 
los ganglios trigéminos que en el encéfalo, donde las cargas virales variaron en más dos órdenes de 
magnitud frente a la detectada en la fase aguda (ﬁgura R19, tabla anexa). 
 La presencia del DNA viral en sangre durante la latencia podría deberse a reactivaciones 
puntuales procedentes del ganglio trigémino como se ha sugerido previamente, puesto que ambas 
regiones presentan tendencias paralelas en la carga viral durante los diferentes procesos de infección 
(Burgos et al., 2005; Ramírez, 2006).
 En la ﬁgura R19 se muestra un análisis pormenorizado del encéfalo, donde se observó que el 
mesencéfalo fue la región con mayor carga viral independientemente de la vía de inoculación, mientras 
que no se detectó DNA viral en ninguna otra región, excepto en la corteza de ratones infectados 
latentemente por abrasión del morro alcanzando menores niveles de virus.
 Los resultados obtenidos en este estudio revelaron un comportamiento similar de las dos vías de 
infección neural durante la fase de latencia. Además, muestran a los ganglios trigéminos y a la región 
mesencefálica como regiones preferentes para el establecimiento de la latencia, independientemente 
de la vía utilizada. Estos resultados concuerdan con varios trabajos publicados previamente, donde 
se demuestra la presencia del virus latente en los ganglios trigéminos y en el tallo cerebral de ratones 
infectados por vía neural (Cabrera et al., 1980; Chen et al., 2006; Lewandowski et al., 2002; Sequiera 
et al., 1979). Por último, los datos obtenidos muestran la presencia del virus en la sangre de los ratones 
infectados por ambas vías neurales, que se ha propuesto que procede de reactivaciones puntuales 
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desde el ganglio trigémino (Burgos et al., 2005). Esta viremia podría explica la alta seroprevalencia 
del HSV-1 en la población como consecuencia de la infección neural.  
4.2.2.4. Efecto de la dosis de HSV-1 KOS en la infección neural
 Tras el análisis realizado sobre la ruta neural de infección se seleccionó la vía de abrasión 
del morro para posteriores estudios. Esta vía resulta ser más interesante ya que mimetiza el proceso 
de infección primaria más común en humanos, donde la primoinfección a través de la mucosa facial 
provoca ﬁebres frías o calenturas (Johnson, 1998; Roizman, 1990). 
 Una vez seleccionada la vía de inoculación, se realizó un estudio del efecto de la dosis en 
la infección aguda. Para ello se utilizó el virus HSV-1 KOS con dos dosis de inoculación, 106 y 107 
ufp.
 En primer lugar, se comparó la progresión de la enfermedad en los dos grupos de ratones 
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Figura R19. Cuantiﬁcación de la carga de DNA 
viral en la ruta de infección neural en la fase de 
latencia. Las barras representan la media ± SEM del 
número de copias virales (normalizado por 100 ng de 
DNA genómico de ratón). Se infectaron en total 13 
ratones, por abrasión del morro (en naranja) y por vía 
intranasal (en azul). En ambos casos se infectaron con 
106 ufp de HSV-1 KOS y se sacriﬁcaron a 37 d.p.i. En 
el recuadro inferior se presentan las cuatro regiones 
del encéfalo analizadas. Se utilizó el test exacto de 




a la descrita en el apartado 4.2.2.1., sin embargo, los animales infectados con 107 ufp presentaron 
un mayor porcentaje de enfermedad con respecto a los infectados con 106 ufp (ﬁgura R20) si bien 
su aparición siguió un curso temporal similar. A 5.7 d.p.i. se observaron los primeros síntomas de 
encefalitis en los animales afectados, independientemente de la dosis inoculada. Con 107 ufp se 
obtuvo un porcentaje de encefalitis de más de un 50%, mientras que en los infectados con 106 ufp se 
vieron afectados solamente el 20% de los animales. A 7 d.p.i., el porcentaje de enfermedad aumentó 
en ambos casos donde alcanzó un 75% en los ratones inoculados con 107 ufp, mientras que con la 
dosis menor se vieron afectados tan solo un 40% de los animales.
Figura R20. Efecto de la dosis de 
inoculación en la progresión de 
la enfermedad en la ruta neural. 
Las líneas muestran el porcentaje 
de animales enfermos a lo largo del 
tiempo de 30 ratones inoculados por 
abrasión del morro con 106 ufp (en 
azul) y 30 ratones inoculados con 
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 De estos resultados se deduce que el porcentaje de enfermedad es dependiente de la dosis de 
inoculación. La dosis de 107 ufp produjo mayores niveles de enfermedad si bien el curso temporal de 
la enfermedad fue similar, observándose la aparición de los primeros síntomas a 5.7 d.p.i. En ambos 
casos los síntomas remitieron a partir de 7 d.p.i.
4.2.2.4.1. Cinética de HSV-1 KOS con la dosis de 106 ufp 
 Tras el análisis de la sintomatología, se realizó una cinética de infección con ambas dosis 
de inoculación con objeto de comprobar su inﬂuencia en la distribución viral y en la carga viral 




 En la ﬁgura R21 se muestra la cinética de infección con la dosis de 106 ufp, donde se observó 
que a lo largo de todo el estudio, los órganos que presentaron mayores niveles virales fueron de 
nuevo los ganglios trigéminos y el encéfalo, lo que concuerda con resultados anteriores. Estas dos 
regiones mostraron un comportamiento similar, tanto en los niveles de virus detectados como en la 
progresión de la infección, donde se observó un acusado incremento de la carga viral hasta día 4 
post-infección, que corresponde al punto máximo de carga viral alcanzado. A partir de este momento 
los niveles virales disminuyeron progresivamente hasta 10 d.p.i. En la médula espinal se observó 
un aumento de la carga viral con un máximo de detección a día 3 post-infección, si bien los niveles 
virales fueron considerablemente inferiores. La disminución de los niveles de virus en los ganglios 
trigéminos y en el encéfalo coincidió con la aparición de niveles de virus detectables en la glándula 
adrenal a 4 d.p.i., presentando un máximo de infección a 5.7 d.p.i. Por último, se detectó el DNA viral 
en sangre de forma constante desde 2 d.p.i. hasta 5.7 d.p.i., lo que indica una viremia estable. En este 
punto temporal la carga viral en sangre fue máxima, coincidiendo con un aumento de la carga viral 
en la glándula adrenal, que indica la salida del virus del SN hacia la sangre a través de este órgano 
periférico. 
Figura R21. Cinética de la infección neural con 106 ufp de HSV-1 KOS. Se inocularon 88 ratones 
con 106 ufp de HSV-1 KOS por abrasión del morro. Las líneas representan la media ± SEM del número 
de copias de virus (normalizado por 100 ng de DNA genómico de ratón) en los órganos analizados.




































 Los resultados de la cinética de 106 ufp sugieren un orden de invasión determinado donde 
el virus coloniza a tiempos tempranos los ganglios trigéminos y el encéfalo desde donde alcanza 
la glándula adrenal y la sangre a través de la médula espinal. La presencia del virus en sangre 
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puede deberse a una contaminación de esta vía neural con una vía hematógena en el momento de la 
inoculación debido a las heridas originadas en la abrasión. No obstante, la coincidencia temporal del 
aumento de la carga viral en sangre a 5.7 d.p.i. con la disminución del virus en el encéfalo y en los 
ganglios trigéminos y con el aumento en la glándula adrenal, sugiere que el virus recorre un camino 
inverso al descrito para la vía de infección hematógena desde el SN hasta la sangre. La viremia 
observada en la ruta neural podría explicar de los datos epidemiológicos donde se demuestra la alta 
seroprevalencia del HSV-1 en la población (Whitley y Grann, 1993) que podría explicarse mediante 
la llegada del virus al torrente sanguíneo tras su reactivación desde los ganglios trigéminos y el 
encéfalo.
4.2.2.4.2. Cinética de HSV-1 KOS con la dosis de 107 ufp 
 De manera similar al apartado anterior, se llevó a cabo una cinética de infección con 107 ufp 
de virus tras la inoculación por abrasión del morro. Con esta dosis se obtuvo un mayor porcentaje 
de enfermedad que podría verse reﬂejado en la distribución y en la carga viral de los órganos 
infectados.
 El análisis de la carga viral tras la infección con 107 ufp mostró, de nuevo, una infección 
preferencial de los ganglios trigéminos y del encéfalo (ﬁgura R22). Los ganglios trigéminos 
presentaron una carga viral signiﬁcativamente mayor que el encéfalo (p<0.05), sugiriendo que tras la 
inoculación el virus alcanza en primer lugar a los ganglios trigéminos y posteriormente el encéfalo. 
Ambas regiones presentaron un comportamiento similar en el proceso de infección, observándose 
un aumento de la carga viral hasta 5.7 d.p.i. y un aclaramiento posterior. La médula espinal mostró 
una tendencia similar a la observada en otras regiones del SN, a pesar del retraso en la aparición del 
virus, lo que indica el orden de neuroinvasión. La comparación de la carga viral detectada con las dos 
dosis de inoculación demostró que el virus alcanza la médula espinal. El aclaramiento del virus en la 
médula espinal coincide con el aumento de la carga viral en la glándula adrenal y en el ovario donde 
se alcanzó un pico de DNA viral a 7 d.p.i. coincidiendo con la mayor viremia de la cinética. Esta dosis 
de inoculación permitió por primera vez la detección del virus en el ovario de ratones infectados por 
abrasión del morro. La presencia del virus en la glándula adrenal y en el ovario conﬁrma su papel 
como órganos diana en la infección del HSV-1 y su conexión anatómica con la médula espinal (Hill 
et al., 1986b). La presencia del virus en sangre mostró un comportamiento similar al observado con la 
dosis de 106 ufp, de modo que se detectó de forma constante a lo largo del tiempo, lo que indica una 
viremia constante. A día 7 post-infección presentó un pico de máxima carga viral que coincide con el 
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 Los resultados obtenidos en la cinética de infección con las dos dosis de inoculación han 
mostrado que el encéfalo y los ganglios trigéminos son las regiones infectadas preferencialmente tras 
la ruta de infección neural. En un análisis pormenorizado del encéfalo (ﬁgura R23), se observó que el 
mesencéfalo fue la región principalmente infectada, mientras que la detección del DNA viral en otras 
regiones del encéfalo fue despreciable. La presencia del virus en el mesencéfalo se debe a la conexión 
anatómica con el ganglio trigémino (Labetoulle et al., 2003), que explica la infección preferencial 
Figura R22. Cinética de la infección neural con 107 ufp de HSV-1 KOS. Se inocularon 78 ratones con 
107 ufp de HSV-1 KOS por abrasión del morro. Las líneas representan la media ± SEM del número de 
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Figura R23. Cinética de la 
infección neural con 107 ufp 
de HSV-1 KOS en las distintas 
regiones del encéfalo. Se 
inocularon 78 ratones con 107 
ufp de HSV-1 KOS por abrasión 
del morro. Las líneas representan 
la media ± SEM del número de 
copias de virus (normalizado 
por 100 ng de DNA genómico 








































máximo de DNA viral observado en la glándula adrenal y el ovario, lo que sugiere que estos órganos 
son clave en el paso del virus al torrente sanguíneo desde el SN.
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de esta zona y el comportamiento similar de estas dos regiones del SN en relación a la infección del 
virus puesto que en todas las condiciones ensayadas han mostrado una alta correlación en las cargas 
virales (ﬁgura R24).
Figura R25. Cinética de la infección neural en el mesencéfalo y en los ganglios trigéminos en función de la dosis 
inoculada.  Se inocularon 88 ratones con 106 ufp y 78 ratones con 107 ufp de HSV-1 KOS por abrasión del morro. 
Las líneas representan la media ± SEM del número de copias de virus (normalizado por 100 ng de DNA genómico de 
ratón). La gráﬁca de la izquierda muestra las cargas virales detectadas en los ganglios trigéminos en función de la dosis 
inoculada. La gráﬁca de la derecha muestra la carga viral detectada en el mesencéfalo. Se utilizó el test exacto de Fisher 
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Figura R24. Comparación entre las cargas 
virales del mesencéfalo y de los ganglios 
trigéminos en la infección neural.  El 
diagrama representa la relación entre las 
cargas virales del mesencéfalo y de los 
ganglios trigéminos de los valores obtenidos 
en la infección aguda del HSV-1 KOS por la 
ruta neural. (r2= 0.88).
 El análisis comparativo entre el mesencéfalo y los ganglios trigéminos con ambas dosis 
(ﬁgura R25) muestra un aclaramiento del virus en los ganglios trigéminos que coincide con un pico 
de máxima detección en el mesencéfalo, lo que sugiere el orden de neuroinvasión desde los ganglios 
hasta el mesencéfalo. Además, con la dosis de 107 ufp, se ha comprobado que sólo se produce la 
invasión eﬁciente de la médula espinal cuando se alcanzan niveles signiﬁcativamente superiores en 
el mesencéfalo, lo que indica que el orden de neuroinvasión prosigue desde esta región del encéfalo 
hasta la médula espinal.
 En conclusión, los resultados obtenidos en la cinética de infección con las dos dosis 
de inoculación han permitido establecer el orden de invasión del HSV-1 tras la infección neural 
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mediante abrasión del morro, de modo que el virus tras la inoculación en la mucosa facial del animal 
alcanza el ganglio trigémino a través del nervio trigémino (Baringer y Swoveland, 1973) alcanza el 
mesencéfalo. Desde esta región cerebral el virus viaja hasta la médula espinal desde donde infecta 
órganos periféricos como el ovario y la glándula adrenal que permiten la colonización subsiguiente 
del torrente sanguíneo. Estos resultados indican que la ruta recorrida por el virus tras la infección 
neural sigue un patrón de colonización inverso al descrito previamente tras la infección hematógena 
(Burgos et al., 2002a; Ramírez, 2006) que explica la alta seroprevalencia en la población (Whitley y 
Grann, 1993) que comúnmente es infectada por esta ruta neural.
4.2.2.5. Estudio comparativo de la infección neural de las cepas HSV-1 KOS y F
 Como se ha descrito en el apartado 4.2.1.4., la cepa de virus utilizada en la infección hematógena 
puede ser determinante para el desarrollo de la infección. Por ello, se analizó el comportamiento de 
las cepas KOS y F en la ruta de infección neural mediante inoculación por abrasión del morro, con 
objeto de estudiar si existe alguna diferencia en la infección en función de la cepa utilizada o si por el 
contrario estas diferencias quedan restringidas a la ruta hematógena. 
 Los ratones infectados con el virus HSV-1 F presentaron un porcentaje de enfermedad mucho 
menor que en el caso de los infectados con KOS (ﬁgura R26), lo que indica, una vez más, la mayor 
virulencia de la cepa KOS. En ambos casos la sintomatología fue idéntica a la descrita en el apartado 
4.2.2.1., sin embargo, los animales infectados con la cepa KOS a 5.7 d.p.i. presentaron un 50% de 
enfermedad que a día 7 alcanzó el 80%, mientras que los ratones infectados con la cepa F a 5.7 d.p.i. 
presentaron un 20% de enfermedad que llegó hasta el 40% a 7 d.p.i., indicando que la aparición de 
los síntomas es dependiente de la cepa inoculada, siendo menos virulenta la infección con la cepa F.
Figura R26. Estudio comparativo 
de las cepas HSV-1 KOS y F en 
la progresión de la enfermedad 
tras la infección neural. Las líneas 
muestran el porcentaje de animales 
enfermos a lo largo del tiempo de 
30 ratones inoculados con 107 ufp 
de HSV-1 KOS (línea de puntos) y 
35 ratones inoculados con 107 ufp de 
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 Mediante el análisis de la carga viral se observó que la infección con la cepa F se encuentra 
restringida a los ganglios trigéminos y al encéfalo, con una presencia residual en la sangre a tiempos 
tardíos. Como ocurría con la cepa KOS (apartado 4.2.2.4.2.), se observó un patrón de infección 
similar en el encéfalo y en los ganglios trigéminos (ﬁgura R27) que de nuevo presentaron una mayor 
carga viral en todo momento, lo que conﬁrma que el orden de neuroinvasión descrito anteriormente 
es independiente de la cepa utilizada siendo determinante la vía de inoculación. En estos órganos se 
detectó por primera vez el virus a 2 d.p.i., aumentando hasta 4 d.p.i., momento en el que la carga viral 
se mantuvo constante a lo largo del tiempo. 
Figura R27. Cinética de la 
infección neural de la cepa 
HSV-1 F. Se inocularon 35 
ratones con 107 ufp de HSV-1 
F por abrasión del morro. Las 
líneas representan la media ± 
SEM del número de copias 
de virus (normalizado por 
100 ng de DNA genómico 
de ratón) en los órganos 
analizados.






































 En la ﬁgura R28, se muestra la comparación de la carga viral de los ganglios trigéminos 
y del mesencéfalo de ratones infectados con las cepas KOS y F, donde se muestra una carga viral 
signiﬁcativamente mayor (p<0.05) en los ratones infectados con KOS. Sin embargo, a tiempos tardíos 
la carga viral detectada se iguala tanto en los ganglios trigéminos como en el encéfalo tras la infección 
con ambas cepas.
 Estos resultados indican que la cepa F es menos virulenta que la cepa KOS como se reﬂeja 
en la progresión de los síntomas de la enfermedad, y menos infectiva, puesto que los niveles de virus 
fueron mucho menores en los órganos analizados, donde la presencia viral quedó restringida a los 
ganglios trigéminos y al encéfalo. No obstante, estos resultados corroboran estudios previos donde se 




4.3. Inﬂuencia de la proteína viral ICP47 y de la proteína murina tap1 en la 
infección intravenosa del HSV-1
 ICP47 es una proteína viral de expresión inmediatamente temprana codiﬁcada por el gen 
Us12 (York et al., 1994). Su principal función en el proceso de infección es inhibir al transportador 
asociado al procesamiento de antígenos (TAP) (Spies et al., 1990), impidiendo en último término su 
translocación al lumen del retículo endoplásmico y su carga en el MHC I (Fruh et al., 1995; Hill et 
al., 1995).
 Hasta el momento no existe ningún trabajo previo donde se haya estudiado la interacción de 
TAP e ICP47 en un modelo in vivo. Por esta razón se ha llevado a cabo un estudio sobre el efecto de 
la proteína viral ICP47 y la proteína tap1 del ratón tras la infección hematógena.
 Para el desarrollo de este estudio se utilizó el modelo de la infección hematógena que ha 
resultado ser la ruta de inoculación que permite una colonización más eﬁciente del cerebro (apartado 
4.2.1.). Se utilizaron los virus HSV-1 F y un mutante basado en esta misma cepa deﬁciente en la 
Figura R28. Estudio comparativo 
de las cepas HSV-1 KOS y F 
tras la infección neural. Las 
barras representan la media ± 
SEM del número de copias virales 
(normalizadas por 100 ng de DNA 
genómico de ratón) del encéfalo 
y de los ganglios trigéminos. Se 
infectaron 78 ratones con 107 ufp 
de HSV-1 KOS por abrasión del 
morro (en negro) y 35 ratones con 
107 ufp de HSV-1 F (en blanco). 
Se sacriﬁcaron y diseccionaron 
a distintos puntos temporales. Se 
utilizó el test exacto de Fisher para 
comparar la carga viral obtenida 
entre ambas cepas (*p<0.05).
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proteína ICP47 (ΔICP47) (Mavromara-Nazos et al., 1986). Además se utilizaron ratones salvajes 
C57BL/6 y ratones transgénicos deﬁcientes en el gen tap1, y por tanto deﬁcientes en el complejo TAP 
murino (Van Kaer et al., 1992).
 El estudio se llevó a cabo bajo las condiciones de trabajo puestas a punto previamente para la 
infección hematógena del virus HSV-1 F (apartados 4.2.1.5. y 4.2.1.6.), de modo que los ratones fueron 
inoculados por vía intravenosa con una dosis de 107 ufp, condiciones que aseguran la colonización del 
SN de forma eﬁciente durante la fase de infección aguda. Los ratones fueron sacriﬁcados a 10 d.p.i., 
punto temporal que presenta la mayor carga viral en el SN.
4.3.1. Efecto de la proteína ICP47 en la infección hematógena de ratones salvajes 
 En primer lugar se llevó a cabo un análisis de la inﬂuencia de la proteína ICP47 en el desarrollo 
de la infección. Para ello se infectaron ratones salvajes con los virus HSV-1 F y ΔICP47.
 El análisis de la infección mostró una disminución signiﬁcativa de los niveles de virus en 
los órganos de los ratones infectados con el virus ΔICP47 (ﬁgura R29). No obstante la carga viral 
detectada en sangre fue similar para ambos tipos de virus. En los ovarios no se detectó DNA viral, 
como cabía esperar debido a que, en este punto temporal, ya se ha producido el aclaramiento del virus 
en este órgano como se ha descrito previamente en la cinética de infección en el apartado 4.2.1.5 
(ﬁgura R11). Sin embargo, la diferencia en la infección entre los dos virus fue signiﬁcativa (p<0.05) 
en la glándula adrenal y la médula espinal, donde ambos órganos presentaron un comportamiento 
muy similar debido a la conexión anatómica entre ellas (Hill et al., 1986b). Por su parte los ganglios 
trigéminos y el encéfalo presentaron una menor diferencia, aunque estadísticamente signiﬁcativa en 
los niveles de virus (p<0.05).
 El encéfalo de los ratones infectados con el virus ΔICP47 presentó una menor carga viral 
que el encéfalo de ratones infectados con el virus salvaje. En un análisis más detallado del encéfalo 
(ﬁgura R29, recuadro) se observó que la zona principalmente infectada en ambas condiciones fue el 
mesencéfalo. Además en los ratones infectados con el virus salvaje se detectó el virus en el mesencéfalo, 
en el diencéfalo y en la corteza, mientras que en los ratones infectados con el virus ΔICP47 la única 
región donde se detectó el DNA viral fue en la región mesencefálica. 
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 Los resultados obtenidos muestran que el virus deﬁciente en ICP47 resulta menos invasivo, 
puesto que la carga viral detectada es signiﬁcativamente menor en todos los órganos analizados en 
comparación con el virus salvaje. Las diferencias en la carga viral se mantienen en el encéfalo y en 
los ganglios trigéminos. El estudio comparativo de estos dos virus indica que la proteína viral ICP47 
juega un papel esencial en la infección general del HSV-1, y en especial en el acceso al SN.
4.3.2. Efecto de la proteína TAP murina en la infección hematógena del HSV-1
 Con objeto de analizar la contribución del TAP murino en la eﬁciencia de la infección, se 
comparó la carga viral de los ratones salvajes y deﬁcientes en tap1, infectados con el virus HSV-1 F 
salvaje (ﬁgura R30). 
 El análisis de la carga viral mostró niveles similares en todos los órganos analizados, 
independientemente de la cepa de ratón utilizada. Como ocurría en el apartado anterior, los niveles 
virales fueron similares en la sangre. Del mismo modo, no se observaron diferencias signiﬁcativas en 
la carga viral detectada en los órganos periféricos ni en el SN, lo que sugiere que la presencia del tap1 
murino no participa de manera signiﬁcativa en el desarrollo de la infección.
 El estudio del encéfalo en detalle (recuadro de la ﬁgura R30), no mostró diferencias en los 
niveles de virus en ninguna de las cuatro regiones diseccionadas independientemente de la presencia/
ausencia de tap1.
Figura R29. Inﬂuencia de la proteína viral ICP47 en la infección hematógena de ratones 
salvajes. Las barras representan la media ± SEM del número de copias virales (normalizado 
por 100 ng de DNA genómico de ratón). Se infectaron por vía intravenosa 6 ratones salvajes 
(C57BL/6J) con 107 ufp de virus con la cepa salvaje HSV-1 F (en negro) y 6 ratones salvajes 
con la cepa mutante ΔICP47 (en naranja) y se sacriﬁcaron a 10 d.p.i. En el recuadro se presentan 
las cuatro regiones del encéfalo. Se utilizó el test exacto de Fisher para comparar la carga viral 





















































Figura R30. Inﬂuencia de la proteína tap1 en la infección del virus HSV-1 F. Las barras 
representan la media ± SEM del número de copias virales (normalizado por 100 ng de DNA 
genómico de ratón). Se infectaron por vía intravenosa con 107 ufp de HSV-1 F 6 ratones salvajes 
(en negro) y 6 ratones deﬁcientes en tap1 (en amarillo). Los animales fueron sacriﬁcados a 10 
d.p.i. En el recuadro se presentan las cuatro regiones del encéfalo. Se utilizó el test exacto de 








































Mesencéfalo Diencéfalo Corteza Cerebelo
Encéfalo






 Estos datos indican que la proteína tap1 del ratón no afecta a la infección hematógena del 
virus HSV-1 F, al menos en las condiciones ensayadas. Este efecto es probablemente debido a la baja 
aﬁnidad de la proteína ICP47 por el tap murino (Tomazin et al., 1998).
4.3.3. Efecto de la proteína ICP47 en ratones deﬁcientes en tap1
 El estudio fue completado analizando la infección del virus ΔICP47 en ausencia de la proteína 
murina tap1, con objetivo de analizar en mayor profundidad la relación de la proteína viral ICP47 con 
TAP. Para ello se infectaron ratones deﬁcientes en tap1 con los virus HSV-1 F y ΔICP47.
 En la ﬁgura R31 se muestra la comparación de la carga viral tras la infección con ambos virus. 
De nuevo, no se observaron diferencias signiﬁcativas en los niveles virales detectados en sangre 
(p<0.05). De igual modo, no se detectó DNA viral en los ovarios en ninguna de las dos condiciones 
debido al aclaramiento del virus en este órgano. La carga viral detectada en la glándula adrenal 
fue signiﬁcativamente menor en los ratones infectados con el virus mutante (p<0.05), conﬁrmando 
la participación de la proteína viral ICP47 en el proceso de infección. La médula espinal mostró 
un comportamiento similar a la glándula adrenal, donde también se detectaron niveles virales 
signiﬁcativamente menores en la infección con el virus ΔICP47 (p<0.05), sin embargo se produjo 
una pequeña recuperación de la infección en ausencia de TAP. Este fenómeno se hizo más evidente en 
el resto del SN, en el encéfalo y en los ganglios trigéminos, donde la recuperación de la infección fue 
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completa puesto que se detectaron cargas virales similares en ambas regiones independientemente del 
virus inoculado (p<0.05). 
 Por último, se observó que la recuperación de la infección en el encéfalo tuvo lugar de forma 
generalizada puesto que todas las regiones analizadas presentaron niveles virales similares en las dos 
condiciones de infección (recuadro ﬁgura R31). 
Figura R31. Inﬂuencia de la proteína viral ICP47 en la infección hematógena de ratones 
deﬁcientes en tap1. Las barras representan la media ± SEM del número de copias virales 
(normalizado por 100 ng de DNA genómico de ratón). Se infectaron por vía intravenosa 6 ratones 
deﬁcientes en tap1 (C57BL/6J) con 107 ufp de HSV-1 F (en amarillo) y 6 ratones deﬁcientes en 
tap1 (C57BL/6J) con 107 ufp de la cepa mutante HSV-1 F ΔICP47(en blanco). Los animales se 
sacriﬁcaron a 10 d.p.i. En el recuadro se presentan las cuatro regiones del encéfalo. Se utilizó el 
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 Los resultados obtenidos en este análisis sugieren que el virus deﬁciente en ICP47, que 
previamente había mostrado su baja infectividad tras la inoculación en ratones salvajes, recupera 
totalmente su capacidad de infección en el sistema nervioso en ausencia de tap1. Este hecho indica 
la estrecha relación entre las dos proteínas en el SN: el encéfalo y los ganglios trigéminos presentan 
una total recuperación de la infección, mientras que la médula espinal mostró una tendencia en la 
recuperación de la infección. 
 La recuperación progresiva de la capacidad de infección del virus deﬁciente en ICP47 en 
ausencia de TAP, en la colonización secuencial del sistema nervioso puede ser consecuencia de dos 
fenómenos diferenciales: la especiﬁcidad de tejido o la desregulación de la homeostasis entre TAP 
e ICP47. Para determinar si dicha recuperación es debida a las características intrínsecas del tejido 
o a unos bajos niveles de TAP en el SN, se realizó un estudio de la capacidad de infección del virus 
salvaje y deﬁciente en ICP47 (en presencia o ausencia de TAP) en dos órganos de distinta procedencia 
RESULTADOS
95
embrionaria y comportamiento diferencial frente a la infección: el encéfalo (de origen ectodérmico y 
donde se recupera la infección) y la glándula adrenal (de origen mesodérmico y donde no se recupera 
la infección).
4.3.4. Análisis de la expresión de tap1 mediante Western-Blot
 Los resultados obtenidos en el apartado anterior mostraron al SN como una región especialmente 
vulnerable en la infección, de modo que se llevó a cabo un análisis de la expresión de tap1 en varios 
tejidos con objeto de comprobar si existen diferencias en relación a la regulación de la expresión 
del gen tap1 en función del tejido o si los niveles basales de proteína tap1 son diferentes en el tejido 
nervioso. 
 Para ello, se realizó un estudio comparativo en ratones salvajes infectados con el virus HSV-1 
F y con el virus ΔICP47. Se analizaron los niveles de expresión de tap1 en la glándula adrenal y en 
el encéfalo puesto que estos dos tejidos mostraron un comportamiento claramente diferencial en los 
ratones deﬁcientes en tap1 infectados con el virus mutante ΔICP47 (ﬁgura R30), puesto que en la 
glándula adrenal no se detectó DNA viral tras la infección con este virus, mientras que el encéfalo 
se detectaron niveles virales similares a los del virus salvaje. Como control se incluyó un grupo de 
ratones MOCK inoculados con solución salina. 
 En la ﬁgura R32A se muestra un Western-Blot representativo del análisis de los extractos de 
encéfalo y de glándula adrenal de ratones MOCK, de ratones infectados con el virus HSV-1 F y de 
ratones infectados con el virus ΔICP47. Como control negativo se incluyeron ratones deﬁcientes en 
tap1. 
 En los extractos de ratones MOCK se detectó la proteína tap1 endógena con un peso molecular 
de aproximadamente 71 KDa tanto en el encéfalo como en la glándula adrenal. En el control negativo 
no se detectó el marcaje de la proteína tap1 en ninguno de los dos órganos, demostrando la especiﬁcidad 
del ensayo.
 En primer lugar, se observó que en los ratones MOCK el nivel de expresión basal de tap1 en 
la glándula adrenal fue 100 veces mayor que en el encéfalo (ratio tap1 en la glándula adrenal/ tap1 en 
el encéfalo >100 veces) lo que establece una diferencia en los niveles basales de tap1 entre estos dos 
tejidos independientemente de la respuesta a la infección viral (ﬁgura R32B), lo que podría explicar 
las diferencias observadas en la recuperación de la infección del virus ΔICP47. 
 En segundo lugar se analizó la expresión de tap1 como consecuencia de la infección con el 
virus HSV-1 F (ﬁgura R32C). Aquí se observó un incremento en la expresión de tap1 de al menos 4 
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veces independientemente del órgano analizado (4.1 veces en el caso del encéfalo y 5.4 en el caso 
de la glándula adrenal), lo que sugiere que no existe una regulación tejido-especíﬁca de la expresión 
de tap1 como consecuencia de la infección, sino que la sobrexpresión de tap1 es una consecuencia 
general tras la infección. 
 Por último, en el encéfalo la infección con el virus ΔICP47 no produjo un incremento 
signiﬁcativo en la expresión de tap1 en comparación con los niveles detectados en los ratones MOCK 
(p<0.05). Este efecto es debido probablemente a que se ha de superar un umbral de infección en 
el encéfalo para provocar la sobrexpresión de tap1. Por su parte, en la glándula adrenal, donde los 
niveles de TAP son considerablemente mayores que en el encéfalo, la infección provoca un aumento 
signiﬁcativo, aunque minoritario, de la expresión de tap1 (p<0.05). 
Figura R32. Inmunodetección 
de la proteína tap1 mediante 
Western-Blot. Once ratones, 
salvajes y deﬁcientes en tap1, 
fueron inoculados por vía 
intravenosa con 107 ufp de 
HSV-1 (HSV-1 F o ΔICP47) o 
con solución salina (MOCK) 
y se sacriﬁcaron a 10 d.p.i. En 
A, se muestra un Western-Blot 
representativo con la banda 
correspondiente a la proteína tap1, 
de aproximadamente 71 KDa, en el 
encéfalo y en la glándula adrenal. 
En B, el gráﬁco representa la 
cuantiﬁcación por densitometría 
del nivel basal de expresión de 
tap1 en el encéfalo y la glándula 
adrenal de ratones MOCK. En C, 
las barras indican la media (de tres 
experimentos independientes) ± 
SD de expresión de tap1 en ratones 
infectados (con los dos tipos de 
virus) y MOCK. Se utilizó el test 
exacto de Fisher para comparar la 










































































 Estos datos sugieren que existe una ﬁna homeostasis entre la proteína del hospedador (TAP) y 
la viral (ICP47) que regula el proceso de infección en función de los niveles endógenos de tap1 y que 
son intrínsecos al tipo tisular. Además, los resultados obtenidos sugieren que la sobrexpresión de tap1 
es un fenómeno que se produce como consecuencia de una infección eﬁciente, independientemente 
del tejido afectado y que se produce como respuesta del hospedador a la infección. Sin embargo, 
tejidos como el encéfalo que presentan bajos niveles de expresión de tap1, son más vulnerables a la 
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infección del HSV-1, como por ejemplo en ausencia de TAP, donde el virus ΔICP47 es capaz de infectar 
eﬁcientemente el encéfalo. Este fenómeno observado en el cerebro probablemente sea extensible a 
otras regiones del SN como los ganglios trigéminos, si bien la médula espinal se conformaría como 
una región intermedia puesto que no se detecta una recuperación completa de la infección. 
4.4. Generación de ratones transgénicos que expresan el gen TAP humano
 Los estudios in vivo de la relación de la proteína viral ICP47 y el TAP murino (apartado 
4.3.) han mostrado que existe una baja aﬁnidad entre estas dos proteínas, conﬁrmando datos in vitro 
publicados previamente (Tomazin et al., 1998), y hacen evidente la necesidad de la generación de un 
ratón transgénico que exprese el complejo TAP humano, de modo que se pueda abordar la relación 
de estos dos factores en un modelo animal. Además, datos de nuestro laboratorio han demostrado 
la existencia de una asociación genética entre la isoforma TAP2B y APOE-ε4 con la enfermedad de 
Alzheimer esporádica (Bullido et al., 2007), de modo que la generación de este ratón transgénico 
permitirá el estudio de la relación entre los polimorﬁsmos de TAP2 y la enfermedad. 
 El complejo TAP está formado por dos subunidades codiﬁcadas por los genes TAP1 y TAP2 
(Meyer et al., 1994). Estos genes son altamente polimórﬁcos, entre los que destacan las isoformas 
TAP1A, TAP2A y TAP2B (Faucz et al., 2000). 
 Durante el desarrollo de este trabajo se han generado tres líneas transgénicas simples que 
expresan los genes TAP1A, TAP2A y TAP2B independientemente, y que ﬁnalmente se cruzarán entre 
ellas para la obtención de dos líneas transgénicas dobles que expresarán en un caso los genes TAP1A 
y TAP2A, y en otro los genes TAP1A y TAP2B, con objeto de realizar un estudio comparativo entre 
ambas y analizar así la inﬂuencia del polimorﬁsmo TAP2B.
 Para la generación de los tres transgénicos se ha utilizado el vector de expresión neuronal 
MoPrP.Xho (Borchelt et al., 1996), de modo que los tres genes tendrán una expresión dirigida al 
sistema nervioso donde se ha observado previamente que adquiere mayor relevancia la función 
del complejo TAP (apartado 4.3.). Además el encéfalo constituye el órgano de mayor interés en 
este estudio debido a que estos transgénicos están enfocados al estudio de la una enfermedad 
neurodegenerativa como es el alzhéimer.
 La estrategia para la generación de los ratones transgénicos se basó, en primer lugar, en el 
clonaje de los genes TAP1A y TAP2A en el vector pCRTMII. El gen TAP2B fue obtenido mediante 
mutagénesis dirigida a partir del gen TAP2A. Posteriormente, los tres genes fueron subclonados en el 
vector MoPrP.Xho y microinyectados en ovocitos de ratón para obtener las tres líneas transgénicas 
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simples en un fondo genético mixto. Finalmente, mediante cruces con una línea congénita se llevaron 
estas líneas a fondo genético C57BL/6J. 
4.4.1. Clonaje y mutagénesis de TAP1 y TAP2 en un vector de expresión neuronal
 Para la generación de las tres líneas de transgénicos sencillos se utilizó el vector de expresión 
neuronal MoPrP.Xho (Borchelt et al., 1996), que contiene todas las regiones reguladoras del promotor 
de la proteína prión murina. El proceso de clonaje se realizó de forma secuencial, partiendo del cDNA 
de los dos genes, TAP1A y TAP2A.
4.4.1.1. Clonaje en pCRTMII
 Se utilizó el vector pCRTMII como paso previo para clonaje en el vector MoPrP.Xho. Este 
vector ofrece la ventaja de permitir el clonaje directamente de productos de PCR, de modo que se 
utilizó para clonar el cDNA obtenido por RT-PCR. Por otro lado, debido a su pequeño tamaño permite 
desarrollar más fácilmente técnicas de biología molecular como la mutagénesis dirigida necesaria 
para la generación de la construcción con la isoforma TAP2B.
 En primer lugar se obtuvo el cDNA de TAP1A y TAP2A a partir del RNA total de la línea 
celular humana U87, homozigota para ambos genes. Mediante RT-PCR se obtuvieron los dos cDNAs 
para lo que se utilizaron los oligonucleótidos RNATAP1 en el primer caso y RNATAP2 en el segundo 










































ACG GCT CGA GAT TAT GGC TAG CTC TAG GTG TCC C 
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Figura R33. Esquema de la estrategia de clonaje de los genes TAP1A, 
TAP2A y TAP2B. El cDNA de los genes TAP1A y TAP2A, fue obtenido 
a partir de una línea celular humana mediante RT-PCR, y directamente 
clonado en el vector pCRTMII. En el panel A, se muestran en rojo las 
posiciones de las dianas de restricción utilizadas para comprobar la 
orientación de los genes durante el proceso de clonaje. Además se detalla 
la secuencia y posición de los oligonucleótidos utilizados para introducir 
la secuencia Kozak. A partir del plásmido pCRII-TAP2A, se obtuvo la 
construcción pCRII-TAP2B, por mutagénesis dirigida. En B, se muestran 
dos geles de agarosa representativos con los fragmentos obtenidos al 
digerir las construcciones con las enzimas SpeI, BamHI y ApaI, para 
comprobar la correcta orientación de los genes en el proceso de clonaje.
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 Para comprobar la orientación de los clones, se realizó una digestión dirigida. En el caso de 
TAP1A, se utilizaron las enzimas de restricción ApaI y SpeI. Con ApaI, en los clones positivos se 
obtuvo un fragmento de aproximadamente 1 900 pb, y con SpeI de 1 300 pb (ﬁgura R33B). Para la 
digestión de TAP2A se utilizaron las enzimas SpeI y BamHI que en los clones positivos generaron 
fragmentos de aproximadamente 1 936 y 700 pb respectivamente (ﬁgura R33B).
 De este modo se obtuvieron las construcciones denominadas: pCRII-TAP1A y pCRII-
TAP2A.
4.4.1.2. Obtención de TAP2B mediante mutagénesis dirigida
 A partir del plásmido pCRII-TAP2A se generó el clon con la isoforma TAP2B por mutagénesis 
dirigida mediante el uso del kit QuickChange®Site-Directed Mutagénesis. Se utilizaron los 
oligonucleótidos MUTAG-TAP2B-2021 y MUTAG-TAP2B-2087, cuya secuencia se detalla en la 
tabla MM5, y que fueron diseñados para introducir dos mutaciones puntuales en los residuos 2 021 
y 2 087 del gen TAP2A. Para ello se siguieron las recomendaciones del fabricante, obteniéndose el 
clon que se designó pCRII-TAP2B. Finalmente, las tres construcciones fueron secuenciadas para 
comprobar que eran correctas y que no se había incluido ninguna otra mutación.
4.4.1.3. Introducción de la secuencia Kozak
 Se ha descrito que la secuencia Kozak actúa como un activador de la traducción en eucariotas 
(Kozak, 1986; Kozak, 1997). Esta secuencia consiste en una guanina en posición -6 y una adenina en 
-3 con respecto al codón de iniciación de la traducción AUG. Para obtener un alto nivel de expresión 
de las construcciones en los ratones, se introdujo esta secuencia utilizando los oligonucleótidos 
denominados TAP1-kozak y TAP2-kozak (tabla MM5). Además se añadió la secuencia correspondiente 
a las dianas XhoI en el oligonucleótido TAP1-Kozak-U y KpnI en el oligonucleótido TAP2-Kozak 
que permitirán más adelante el clonaje de estos genes en el vector MoPrP.Xho sin incluir apenas 
nucleótidos del plásmido pCRII (ﬁgura R33). 
                                      (-6)             (-3)
• TAP1-Kozak-U: ACG GCT CGA GAT TAT GGC TAG CTC TAG GTG TCC C
                          XhoI
                                                            (-6)             (-3)
• TAP2-Kozak-U: CGG GGT ACC GGG ATT ATG CGG CTC CCTGAC CTG AGA  
                 KpnI   




 De nuevo, se comprobó mediante secuenciación que había sido incluida correctamente la 
secuencia Kozak en las tres construcciones y que no se habían introducido mutaciones.
4.4.1.4. Clonaje en MoPrP.Xho
 Una vez generadas las tres construcciones que contienen los genes TAP1A, TAP2A y TAP2B 
con la secuencia Kozak, fueron subclonadas en el plásmido MoPrP.Xho (ﬁgura R34). 
 En primer lugar se linearizó el plásmido MoPrP.Xho con la enzima de restricción XhoI y se 
enrromaron los extremos cohesivos producto de la digestión del plásmido. Por otro lado, se digirieron 
los plásmidos pCRII-TAP1A(kozak), pCRII-TAP2A(Kozak) y pCRII-TAP2B(kozak) con las enzimas 
correspondientes para rescatar los tres genes (precedidos de la secuencia Kozak). Por último, cada 












































Figura R34. Esquema de la generación de los plásmidos MoPrP.TAP1A, MoPrP.TAP2A y MoPrP.TAP2B. Las 
tres construcciones se generaron mediante la digestión de los plásmidos pCRII-TAP1A, TAP2A y TAP2B, con las 
enzimas de restricción adecuadas a cada caso. La correcta orientación de las construcciones fue analizada por PCR 
utilizándose los oligonucleótidos PrP172fw y PrP107rev, situados en los extremos del inserto, y los oligonucleótidos 
especíﬁcos de los genes TAP1 y TAP2. 
 La orientación correcta de las tres construcciones fue comprobada por PCR, mediante la 
combinación de oligonucleótidos especíﬁcos de secuencias internas de los genes TAP1 y TAP2, con 
los oligonucleótidos PrP107fw y PrP172rev (tabla MM5) que son complementarios de las secuencias 




4.4.2. Clonaje en pcDNA3
 Para comprobar la correcta expresión de los tres genes en un sistema eucariota, éstos se 
clonaron en el vector de expresión pcDNA3 (apartado 3.1.3.). Este vector constituye una excelente 
herramienta para estudios de expresión en sistemas celulares debido a su pequeño tamaño y a la 
eﬁciente expresión de los genes que se encuentran regulados por el promotor del citomegalovirus 
(CMV).
4.4.2.1. Análisis de la expresión de TAP1A, TAP2A y TAP2B 
 Con objeto de comprobar la expresión de los tres genes, se transfectaron los plásmidos en 
células HEK-293. Esta aproximación experimental permitió poner a punto los anticuerpos disponibles 
para su posterior uso en la caracterización de los ratones transgénicos.
 Para comprobar la especiﬁcidad de los anticuerpos que reconocen la proteína TAP2, se utilizaron 
las líneas de linfoblastos AG10598, homozigota para TAP2A y la línea AG09182, homozigota para 
TAP2B. Además la línea de linfoblastos T2 se utilizó como control negativo de la expresión. La 
puesta a punto de estos anticuerpos se realizó mediante Western-Blot como se muestra en la ﬁgura 
R35. Mediante este estudio se comprobó que los anticuerpos monoclonales anti-TAP2-429 y anti-
TAP2-435 (amablemente cedidos por el Dr. Van Endert) reconocen los dos polimorﬁsmos de TAP2 
independientemente, mientras que el anticuerpo comercial anti-TAP2B, tan solo reconoce la isoforma 
TAP2B. 
Figura R35. Inmunodetección de la proteína TAP2 en líneas de linfoblastos. Se 
utilizaron los anticuerpos anti-TAP2-435, anti-TAP2-429 y anti-TAP2B (tabla MM1) 






























 En la ﬁgura R36, se muestra una autorradiografía representativa de un Western-Blot donde 
se analizó la expresión de la proteína TAP1 detectada con el anticuerpo anti-TAP1h, y de TAP2A y 
TAP2B, con el anticuerpo anti-TAP2-435 en células HEK293 transfectadas con las construcciones 
generadas. Aunque la línea celular HEK293 expresa los genes TAP1 y TAP2, cuando se analizaron 
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los lisados de las células transfectadas con pcDNA3-EGFP como control, no se detectaron ninguna 
de las dos proteínas, lo que indica que estas células tienen una baja expresión basal. En las células 
transfectadas con las construcciones pcDNA3-TAP1A, pcDNA3-TAP2A y pcDNA3-TAP2B, se pudo 
comprobar que hay una fuerte sobrexpresión de los tres genes clonados en relación a los niveles 
endógenos de proteína. Además, se incluyó un lisado de linfoblastos T2, una línea defectiva para los 
genes TAP1 y TAP2, que conﬁrma la especiﬁcidad de los anticuerpos. 
Figura R36. Inmunodetección de la proteína TAP2 en células transfectadas con las construcciones 
pcDNA3-TAP1A, pcDNA3-TAP2A y pcDNA3-TAP2B. Células HEK293 fueron trasnfectadas con las 
tres construcciones. A las 48 horas se recogieron las células y se extrajeron las proteínas. En A, se utilizó 
el anticuerpo anti-TAP2-435 para detectar por Western-Blot la proteína TAP2 de aproximadamente 
75KDa de peso molecular. Se utilizó como control negativo la línea de linfoblastos T2 defectiva en 
el gen TAP2 y como control de transfección el plásmido pcDNA3-EGFP. Como control positivo se 
utilizó una línea de linfoblastos que sobre-expresa TAP2A. En B, se utilizó el anticuepo anti-TAP1h 
para detectar la proteína TAP1 de aproximadamente 71 KDa de peso molecular. Como control negativo 








































 Con esta serie de experimentos se han puesto a punto las herramientas necesarias para la 
detección especíﬁca de las proteínas TAP1 y TAP2A y TAP2B que serán necesarias para futuros 
estudios. En todos los casos los anticuerpos demostraron ser especíﬁcos para cada proteína puesto que 
en ningún caso se revelaron bandas inespecíﬁcas en los lisados de linfoblastos T2 (línea deﬁciente en 
TAP1 y TAP2). Los anticuerpos anti-TAP2-435 y anti-TAP2-429 permitieron la detección de las dos 
isoformas de TAP2 indistintamente, como se pudo comprobar tanto en lisados de células transfectadas 
(ﬁgura R35), como en lisados de linfoblastos (ﬁgura R36), mientras que el anticuerpo anti-TAP2B 
reconoce especíﬁcamente la isoforma TAP2B.
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4.4.3. Microinyección de los vectores MoPrP.TAP1A, MoPrP.TAP2A y MoPrP.TAP2B
 La generación de los ratones transgénicos se realizó mediante la microinyección de los tres 
vectores MoPrP.TAP1A, MoPrP.TAP2A y MoPrP.TAP2B, en ovocitos de ratones C57BL/6J para 
generar las tres líneas simples que expresaran individualmente cada uno de los genes.
 Las microinyecciones de estos vectores fueron realizadas por la empresa Aﬁgen (España) 
mediante las técnicas clásicas de microinyección (Gordon et al., 1980). En los tres casos, se eliminó 
del vector MoPrP.Xho el fragmento correspondiente al plásmido pBlueScript (ﬁgura MM1) mediante 
digestión con la enzima de restricción NotI. De este modo se microinyectó únicamente la región 
correspondiente a la secuencia reguladora de la proteína prión seguida del transgén. 
 Se utilizaron ovocitos procedentes de una cepa de fondo mixto CBA y C57BL/6J, donde 
se inyectaron las construcciones. Éstos se implantaron posteriormente en los oviductos de hembras 
pseudo-preñadas C57BL/6J, generándose de este modo las tres líneas transgénicas que hemos 
denominado B6.CBA-TAP1A, B6.CBA-TAP2A y B6.CBA-TAP2B en fondo genético mixto CBA y 
C57BL/6J.
4.4.4. Obtención de una línea congénita C57BL/6J deﬁciente en tap1 
 Para poder analizar el efecto de la presencia de cada una de las isoformas de TAP2 es necesario 
evitar la variabilidad derivada de un fondo genético mixto. El complejo TAP desempeña una 
función fundamental dentro del sistema inmune puesto que interviene en el proceso de presentación 
de antígenos. Concretamente, se ha descrito que las distintas cepas de ratón diﬁeren en los genes 
responsables de la inmunidad (Lopez, 1975), de modo que en este estudio es altamente necesario 
disminuir la variabilidad genética inherente a una cepa de fondo genético mixto. Mediante el cruce 
de los ratones transgénicos (originalmente mixtos, CBA-C57BL/6) con la línea C57BL/6J (ﬁgura 
R37A) se obtuvo una línea congénita que evitará posibles diferencias en la respuesta de estos animales 
debidas a la variabilidad genética, pudiéndose así discriminar el efecto de las isoformas de TAP2 sobre 
los procesos de infección. Durante un periodo de 2 años, se realizaron al menos 6 cruces con ratones 




 Además, en los dos últimos cruces realizados, los ratones transgénicos se cruzaron con 
ratones deﬁcientes en tap1 B6.129S2-Tap1tm1Arp/J (ﬁgura R37B) con objeto de obtener ratones 
transgénicos en ausencia del gen murino tap1, lo que además permitió aumentar la proporción de fondo 




 Las camadas de ratones fueron genotipadas en cada cruce con distintas parejas de 
oligonucleótidos (ﬁgura MM4 y MM5). Además, se realizó un análisis de la expresión de TAP1A 
en extractos de cerebro mediante Western-Blot, o de RT-PCR, en el caso de TAP2A y TAP2B en 
cada generación. Los animales seleccionados para este análisis fueron hermanos de camada de los 
progenitores del siguiente cruce y una vez obtenida su progenie, los mismos progenitores fueron 
sacriﬁcados y analizada la expresión del transgén.
Figura R37. Esquema de la generación de ratones transgénicos B6.CBA-TAP1A(tap1-/-), B6.CBA-TAP2A(tap1-
/-) y B6.CBA-TAP2B(tap1-/-). (A) se llevaron a cabo al menos 6 cruces con la línea consanguínea C57BL/6J para 
obtener ratones en fondo genético C57BL/6. (B) mediante cruces con una línea deﬁciente en tap1 se obtuvieron las 
tres líneas transgénicas simples (C).
A. Al menos 6 cruces con ratones C57BL/6J.
B. Dos cruces con un línea deficiente en tap1-/-.
C. Obtención de las tres líneas transgénicas simples.
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4.4.5. Caracterización de la expresión de los ratones transgénicos
 Una vez generadas las tres líneas transgénicas simples se procedió a la caracterización de la 
expresión de los transgenes en los ratones obtenidos en el último cruce con ratones deﬁcientes en tap1 
murino (ﬁgura R37). 
4.4.5.1. Análisis de la expresión de TAP1A en los ratones B6.CBA-TAP1A(tap1-/-)
 Para el análisis de la expresión de TAP1A se midieron los niveles de expresión de la proteína 
TAP1 mediante la técnica de Western-Blot. Para ello se utilizaron las condiciones previamente 
optimizadas para el anticuerpo anti-TAP1 (como se describe en el apartado 4.4.2.1).
 En la ﬁgura R38A se muestra un Western-Blot representativo de la expresión en las cuatro 
regiones del encéfalo, en la médula espinal y en los ganglios trigéminos. Como control positivo se 
utilizó un extracto de células transfectadas con la construcción pcDNA3-TAP1A, donde se detectó 
la proteína TAP1 con un peso molecular de aproximadamente 71 KDa. Además se incluyeron como 
controles negativos un extracto de linfoblastos T2, deﬁciente en el gen TAP1, y un extracto de cerebro 
de un ratón salvaje, que demuestran la especiﬁcidad del ensayo. 
El histograma (ﬁgura R38B) muestra la expresión relativa del transgén en el sistema nervioso. 
Los ganglios trigéminos y el cerebelo presentaron los niveles de expresión de TAP1A más altos, 
seguidos por la corteza, si bien el mesencéfalo, el diencéfalo y la médula espinal mostraron una 
menor expresión del transgén (ﬁgura R38A). 
Figura R38.  Expresión del 
transgén TAP1A mediante 
Western-Blot en los ratones 
B6.CBA-TAP1A(tap1-/-). En 
A, se muestra un Western-Blot 
representativo con la banda 
correspondiente a la proteína 
TAP1, de aproximadamente 
71 KDa en todos los órganos 
analizados. En B, el gráﬁco 
representa la cuantiﬁcación por 
densitometría de la expresión 
de TAP1. Las barras indican la 
media ± SEM de expresión de 
TAP1 en unidades arbitrarias. 
C+, control positivo; T2, 
linfoblastos T2; CZ, corteza; 
MO, mesencéfalo; CB, 
cerebelo; DE, diencéfalo; ME, 
médula espinal; GT, ganglios 
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 Estos datos conﬁrman la correcta expresión del transgén en el SN. No obstante para la completa 
caracterización del transgén se llevará a cabo un análisis de la presencia de la proteína TAP1 en otros 
órganos periféricos puesto que se ha descrito que este promotor también presenta actividad en otros 
tejidos (Bendheim et al., 1992; Kocer et al., 2007; Weber et al., 2003).
4.4.5.2.  Análisis de la expresión de TAP2A y TAP2B en los ratones B6.CBA-TAP2A(tap1-/-) y 
B6.CBA-TAP2B(tap1-/-)
Debido al mecanismo de regulación de la proteína TAP2, cuyos niveles no son detectables 
en ausencia de TAP1 (Keusekotten et al., 2006), se recurrió a la cuantiﬁcación de los niveles de 
expresión de mRNA mediante el sistema ABI Prism 7900HT SD® con una sonda especíﬁca para el 
gen TAP2 humano (apartado 3.2.5.2.).
Como control positivo se incluyó el mRNA de células HeLa y como control negativo se 
utilizó mRNA de un ratón salvaje C57BL/6J que han demostrado la especiﬁcidad del ensayo frente al 
mRNA de TAP2 humano, así como la ausencia de falsos positivos, respectivamente. 
En la ﬁgura R39 se muestra un experimento representativo de la cuantiﬁcación relativa de la 
expresión del mRNA en el sistema nervioso de ratones B6.CBA-TAP2A(tap1-/-), que expresan el gen 
TAP2A, y en B6.CBA-TAP2B(tap1-/-) que expresan el gen TAP2B. Cada muestra se normalizó con 
respecto a un control endógeno para el gen 18s de ratón.
El análisis de los ratones B6.CBA-TAP2A(tap1-/-) mostró que la médula espinal fue la región 
de máxima expresión del transgén. Los niveles de expresión detectados en el encéfalo fueron muy 
homogéneos en las cuatro regiones analizadas. Del mismo modo, los ratones B6.CBA-TAP2B(tap1-/-) 
presentaron un patrón de expresión muy similar, donde la médula espinal mostró máximos niveles, que 
fueron superiores a los detectados para el gen TAP2A en más de dos órdenes de magnitud. Asimismo, 
el encéfalo mostró niveles muy similares en las cuatro regiones analizadas y a su vez similares a los 
niveles detectados en el ratón B6.CBA-TAP2A(tap1-/-). 
La similitud en el patrón de expresión del mRNA en ambos ratones transgénicos sugiere que 
la regulación de los transgenes está siendo conducida por los mismos elementos, como cabía esperar 
al utilizarse el mismo vector de expresión. No obstante las diferencias observadas en relación a los 
niveles de expresión en la médula espinal podrían estar viéndose afectados por distintos elementos de 
regulación como consecuencia de la inserción diferencial en el genoma. 
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Estos resultados conﬁrman la expresión del mRNA de TAP2A y TAP2B en ambos líneas 
transgénicas cuya caracterización se completará mediante el análisis de la expresión a nivel de 
proteína en los ratones dobles transgénicos generados en el cruce con los B6.CBA-TAP1A(tap1-/-). 
La presencia de la proteína TAP1 humana presumiblemente permitirá la estabilización de la proteína 
TAP2 (Keusekotten et al., 2006) y la formación del complejo humano TAP1-TAP2. Mediante las 
herramientas puestas a punto previamente se podrá comprobar la expresión de TAP2 mediante 
Western-Blot. 
Estos resultados muestran la correcta expresión de los tres genes humanos en el sistema 
nervioso del ratón. Mediante el cruce de las líneas que expresan los polimorﬁsmos de TAP2 con 
el ratón B6.CBA-TAP1A(tap1-/-) se obtendrán dos ratones dobles que constituirán una buena 
herramienta, no solo para estudiar la interacción de TAP con el HSV-1, si no para abordar el estudio 
de otras enfermedades asociadas a TAP y a sus polimorﬁsmos.
Figura R39. Expresión relativa los genes TAP2A y TAP2B en los ratones transgénicos B6.CBA-
TAP2A(tap1-/-) y B6.CBA-TAP2B(tap1-/-). Las barras representan la cantidad relativa de mRNA 
expresada en unidades arbitrarias de los genes TAP2A y TAP2B. Como control endógeno se 








































5.1. El virus herpes simplex tipo 1: un patógeno asociado a la enfermedad de 
Alzheimer.
 La enfermedad de Alzheimer (EA) es la causa más común de demencia, ya que afecta a 1 de 
cada 5 individuos mayores de 80 años (Kukull y Ganguli, 2000). Atendiendo a su etiología, la EA 
se clasiﬁca en familiar (EAF), que corresponde a una minoría de los casos y que está causada por 
mutaciones en los genes de la proteína precursora del amiloide (APP) y de las presenilinas 1 y 2 (PS-1 
y PS-2) (Campion et al., 1999), y esporádica (EAE), que abarca a más del 99% de los casos y responde 
a un origen multifactorial donde conﬂuyen tanto factores genéticos como ambientales (Corder et al., 
1993). El mayor factor de riesgo genético para la EAE es el alelo ε4 de la apolipoproteína E (APOE-
ε4) (Corder et al., 1993). En cuanto a los factores ambientales, en los últimos años se ha postulado 
que un patógeno podría estar implicado en la patogénesis de la EAE (Zimmer, 2001). Otros factores 
asociados a la enfermedad son la edad (McDowell, 2001) o el género femenino (Turner, 2001). 
El herpes simplex virus tipo 1 (HSV-1) es un serio candidato para desempeñar un papel en la 
EAE y aunque la relación de este patógeno con la enfermedad aún queda lejos de estar establecida, 
numerosas evidencias apuntan a que existe una relación con esta enfermedad. La alta prevalencia de la 
enfermedad está en línea con la ubicuidad del herpes en la población, puesto que reside latentemente 
en el sistema nervioso (SN) del 90% de los individuos mayores de 70 años (Itzhaki y Wozniak, 
2006). A principios de los años 80 se asoció por primera vez al HSV-1 con la EA, observándose que 
el virus infecta preferentemente las regiones que se ven más afectadas en esta demencia (Ball, 1982), 
como son la corteza frontal y temporal y las regiones del sistema límbico como el hipocampo y la 
amígdala (Spires y Hyman, 2005; Whitehouse et al., 1982). Daw y colaboradores sugirieron que un 
factor ambiental transmisible podría ser responsable de entre un 30 y un 70% de la varianza total 
de la enfermedad de Alzheimer que actuaría como un gen o conjunto de genes que se transmiten 
a la descendencia (Daw et al., 2000). En este sentido, en nuestro laboratorio se ha demostrado la 
transmisión vertical hematógena del HSV-1 de madre a hijos, de modo que el virus se encuentra en 
el SNC desde antes del parto (Burgos et al., 2006b). En este trabajo también se demostró que el virus 




Otro hecho destacable es la correlación entre los procesos histopatológicos característicos 
de la EA, como los ovillos neuroﬁbrilares y las placas seniles, y el HSV-1. La progresión de la 
aparición de estos procesos patológicos sigue un patrón de dispersión “anterógrado” similar al que se 
ha descrito para la infección del HSV-1 (Hill et al., 2005). Sin embargo, aún queda por establecerse 
la relación del virus con el péptido β-amiloide (Aβ) aunque se ha observado que la glicoproteína B 
(gB) contiene una región que presenta una alta homología con el Aβ (Leissring et al., 1998). Estos 
dos péptidos comparten varias características como son la capacidad de formar ﬁbrillas y promover 
la muerte neuronal (Cribbs et al., 2000). De hecho esta región de la gB es uno de los dominios que se 
han implicado en su unión con APOE (Huemer at al, 1998). 
Los trabajos más consistentes que implican al HSV-1 en la patogénesis de la EA fueron 
realizados por el grupo de Izthaki, demostrando que la combinación de la presencia del virus en el 
cerebro junto con la posesión del alelo APOE-ε4 conﬁere un mayor riesgo para la enfermedad que 
cada uno de estos factores independientemente (Itzhaki y Lin, 1998; Itzhaki et al., 1997). Aunque 
estos resultados son puramente epidemiológicos, datos de nuestro laboratorio han demostrado que el 
APOE-ε4 es determinante en la infección hematógena del HSV-1 permitiendo una mayor colonización 
del SNC durante la fase aguda en relación al alelo APOE-ε3 (Burgos et al., 2003) lo que provoca la 
presencia de una mayor carga viral durante la fase de latencia (Burgos et al., 2006c). Así pues, el 
APOE-ε4 permite mayores cargas virales de HSV-1 en el sistema nervioso que harían más susceptible 
al individuo a la enfermedad. Además, los cerebros de enfermos de alzhéimer presentan un estado de 
inﬂamación crónica localizado en las regiones afectadas en la demencia (McGeer y McGeer, 2002) 
que podría ser una consecuencia de la presencia del HSV-1. De este modo, la relación de la eﬁciencia 
de la respuesta inmune con la presencia del HSV-1 en el cerebro podría condicionar el riesgo a sufrir 
esta demencia. Por ello, es necesario ahondar en los mecanismos de evasión del sistema inmune y de 
la neuroinfección por HSV-1, para lo cual es imprescindible la utilización de modelos animales de 
experimentación que nos permitan investigar los aspectos clave de la patobiología del HSV-1.
5.2. Modelos animales para el estudio de la neuroinfección del HSV-1
Los modelos animales son una aproximación experimental válida que permiten llevar a cabo 
un análisis completo de la infección del HSV-1. En este escenario se pueden analizar fenómenos 
complejos como el estudio del sistema inmune en un contexto ﬁsiológico.
El HSV-1 presenta un amplio rango de hospedadores que permiten que se desarrolle la infección 
(tanto a nivel de primoinfección como en el establecimiento de latencia o en la reactivación). Además, 
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este virus ha desarrollado complejos mecanismos que establecen una relación muy especíﬁca con su 
hospedador natural. Este hecho implica que no existe ningún modelo que mimetice completamente la 
infección en humanos. Sin embargo, se ha demostrado que modelos animales como el ratón, la rata, 
el conejo, la cobaya o el mono son válidos para el estudio de la infección del HSV-1 (Kern, 1999; 
Norgren y Lehman, 1998). 
En este trabajo se ha utilizado el ratón como modelo experimental puesto que es el más 
ampliamente utilizado, ya que existe una gran cantidad de información en la bibliografía que permite 
comparar los resultados obtenidos. Hay que destacar que el modelo murino supone una gran ventaja 
frente a otros animales, que consiste en la utilización de líneas transgénicas, lo que permite ahondar 
en la relación de factores genéticos humanos en la infección del HSV-1. Además, la utilización de un 
número de animales suﬁciente puede aportar valor estadístico a los resultados. 
Para el estudio de la patobiología del HSV-1 se utilizan modelos basados en las rutas de 
infección neural o hematógena, que concuerdan con los procesos que se dan en la primoinfección 
en humanos (Whitley, 1996). El HSV-1 normalmente utiliza una ruta neural para la infección, sin 
embargo la ruta hematógena resulta de especial relevancia en neonatos e individuos inmunosuprimidos 
(Arvin et al., 1982; Kimura et al., 2002; Montgomerie et al., 1969). Durante el presente estudio se han 
utilizado modelos de infección del HSV-1 basados en varias vías de inoculación que siguen una ruta 
neural, mediante la inoculación intranasal (Johnson, 1964; Tomlinson y Esiri, 1983) y de abrasión 
del morro (Esiri y Tomlinson, 1984; Kristensson et al., 1978), y una ruta hematógena, mediante las 
vías intraperitoneal (Burgos et al., 2002a; Johnson, 1964) e intravenosa (Aita y Shiga, 2004). 
La infección neural es la más común en humanos. El HSV-1 infecta la mucosa facial desde 
donde coloniza las neuronas periféricas por donde viaja hasta los ganglios trigéminos y desde ahí 
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Figura D1. Diagrama esquemático de 
la primoinfección del HSV-1 en la ruta 
neural. Imagen adaptada de (Whitley y 
Roizman, 1998).
hasta regiones más profundas del 
encéfalo (Whitley, 1996) (ﬁgura D1). Los 
trabajos realizados por Esiri y Tomlinson 
muestran que en las vías intranasal y 
de abrasión del morro el virus sigue 
un patrón de distribución similar (Esiri 
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y Tomlinson, 1984; Tomlinson y Esiri, 1983). Los datos obtenidos en este trabajo conﬁrman esta 
similitud en las vías atendiendo a la distribución viral donde se ven afectadas las mismas regiones 
cerebrales. Se ha sugerido que existe una conexión entre las prolongaciones periféricas del nervio 
trigémino (Davis y Johnson, 1979) que provoca que en ambas vías se compartan los mismos canales 
de acceso al ganglio trigémino y a otras regiones del encéfalo como los bulbos olfatorios (Barnett 
et al., 1993; Stroop et al., 1984) (ﬁgura D2). No obstante, estas dos vías muestran diferencias en la 
eﬁciencia de la colonización del SN, ya que la vía intranasal presenta mayores cargas virales que la 
de abrasión del morro y niveles de enfermedad más altos. 
Los resultados obtenidos en este trabajo indican que la secuencia de infección tras inoculaciones 
neurales responde a una distribución retrógrada a través de las conexiones anatómicas de las distintas 
regiones del cerebro. Tras la inoculación en la mucosa facial (por abrasión del morro) o a través del 




















y Johnson, 1979) (ﬁgura D2). La conexión 
del ganglio con el tallo cerebral (Kristensson 
et al., 1982) permite el acceso del virus al 
sistema nervioso central (SNC). En esta ruta 
de infección el HSV-1 infecta principalmente 
los ganglios trigéminos y el mesencéfalo, 
donde se encuentra el tallo cerebral. Desde 
aquí se produce la colonización de regiones 
más profundas del cerebro como el diencéfalo, 
donde se encuentran el hipotálamo y el 
tálamo. La conexión del tálamo con la corteza 
y el cerebelo (Barnett et al., 1995) permiten 
la continuación de la ruta hasta zonas más 
distales del encéfalo. Posteriormente la 
ruta de infección continúa a través de las 
neuronas pre y post-ganglionares que inervan 
los órganos periféricos como el ovario o la 
Figura D2. Esquema representativo de las conexiones 
anatómicas entre el sistema nervioso y órganos 
periféricos en la ruta de infección neural. 
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glándula adrenal (Nachtigal y Caulﬁeld, 1984) (ﬁgura D2). Se ha descrito que la médula adrenal está 
conectada con el hipotálamo (Hill et al., 1986) y es precisamente a través de estos órganos desde 
donde el virus alcanza ﬁnalmente el torrente sanguíneo, lo que podría explicar la alta seroprevalencia 
del HSV-1 en la población (Whitley y Grann, 1993).
En el estudio de la patobiología del HSV-1 in vivo, la ruta de infección es un factor determinante. 
Dix y colaboradores observaron que la virulencia mostrada por distintas cepas podría ser debida a 
la vía de inoculación empleada, lo cual determinaría su relación con el sistema inmune o el acceso 
del herpes al SN (Dix et al., 1983). Así pues, la ruta parece condicionar la eﬁciencia de la infección. 
En este sentido los resultados de Miller y Federoff indican que el alelo APOE-ε4 no inﬂuye en la 
colonización del SN tras una ruta neural (Miller y Federoff, 2006) mientras que ha sido ampliamente 
demostrado que esta isoforma es determinante en la ruta hematógena (Burgos et al., 2005; Burgos 
et al., 2002a; Burgos et al., 2003; Burgos et al., 2006b). Por este motivo, en el presente trabajo se ha 
realizado también un estudio de la ruta hematógena mediante modelos de inoculación intravenosa 
e intraperitoneal. Previamente en nuestro laboratorio se ha estudiado la vía intraperitoneal (Burgos 
et al., 2002a; Ramírez, 2006), conﬁrmándose como una vía puramente hematógena (Burgos et al., 
2002a; Johnson, 1964) con características similares a la infección por vía intravenosa (donde el 
virus es depositado directamente en la sangre), tanto en la sintomatología como en la infección del 
organismo. 
El estudio llevado a cabo en esta tesis sobre las rutas neural y hematógena, junto con datos 
previos del laboratorio (Burgos et al., 2002a; Burgos et al., 2006b; Ramírez, 2006), permiten realizar 
un análisis comparativo de ambas rutas de infección. 
Durante la fase aguda las diferencias entre las dos rutas se hacen evidentes de una forma 
macroscópica, puesto que los ratones infectados mostraron síntomas de enfermedad diferentes 
en función de la ruta utilizada por el virus. Además la ruta hematógena tiene asociada una mayor 
mortalidad, de modo que esta ruta sitúa al hospedador en condiciones de mayor susceptibilidad 
a la infección. En la ruta neural los ratones desarrollan un proceso de encefalitis que puede estar 
provocado por la actuación de células del sistema inmune en regiones rostrales, como los bulbos 
olfatorios, que corresponden al acceso del virus al SN a través de las prolongaciones periféricas del 
nervio trigémino. Sin embargo, sólo ocasionalmente la enfermedad progresa con escoliosis, ataxia e 
hipotermia como síntomas previos a la muerte del animal. Este cuadro de síntomas coincide con los 
observados en los ratones infectados por la ruta hematógena, sugiriendo que las regiones afectadas 
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en la infección hematógena son ocasionalmente alcanzadas en la infección neural. El análisis de la 
cinética de infección neural muestra una secuencia de colonización inversa a la mostrada por la ruta 
hematógena, que explica la progresión de la enfermedad en la ruta neural, afectando en primer lugar 
a regiones rostrales y posteriormente al mesencéfalo y a la médula espinal. 
Además de las diferencias en la sintomatología, la ruta hematógena presenta una alta mortalidad 
en comparación con la neural, donde sólo ocasionalmente se produce la muerte del animal. Estas 
observaciones se correlacionan con una mayor carga viral alcanzada en el SN de ratones infectados a 
través de la ruta hematógena, de modo que la adquisición del virus por esta ruta sitúa al hospedador 
en condiciones de mayor susceptibilidad a la infección.
Durante la fase de latencia las cargas virales detectadas fueron siempre signiﬁcativamente 
mayores tras la infección hematógena que tras la inoculación neural [comparación con (Burgos et al., 
2006b; Ramírez, 2006)]. Además la distribución viral también se ve inﬂuenciada por la ruta en esta 
fase de la infección. Tras la inoculación neural el virus se encuentra exclusivamente en el mesencéfalo 
y en los ganglios trigéminos, que se conﬁrman como regiones preferenciales para el establecimiento 
de latencia tras la infección neural (Cabrera et al., 1980; Chen et al., 2006), mientras que en la 
hematógena el herpes establece latencia en diversas regiones del SN. Estos resultados sugieren que 
las mayores cargas virales consecuencia de la infección hematógena permiten al HSV-1 establecer 
latencia en regiones que no son accesibles en la infección neural. Se ha demostrado que la carga viral 
está correlacionada con la capacidad de reactivación del herpes in vivo (Sawtell et al., 1998), de modo 
que tras la infección hematógena el virus verá aumentada su frecuencia de reactivación, y además, 
debido a que en esta ruta se ven afectadas un mayor número de regiones del SN, esta reactivación 
presumiblemente será más frecuente y más peligrosa para el hospedador. 
A pesar de la menor cantidad de virus en los ratones infectados a través de la ruta neural, el 
HSV-1 llega a detectarse en la sangre independientemente de la ruta utilizada y correlaciona de forma 
habitual con la carga viral detectada en los ganglios trigéminos. Se ha propuesto que la presencia del 
virus en sangre es consecuencia de reactivaciones puntuales (Feldman et al., 2002), lo que explicaría 
que en la ruta hematógena, donde hay mayor carga viral en el SN, se produzca una mayor presencia 
del DNA viral en sangre. 
El análisis comparativo de las dos rutas de infección demuestra que existen diferencias en la 
sintomatología, en la carga y en la distribución virales que sugieren que se podrían producir distintos 
procesos patológicos como consecuencia del lugar de primoinfección (Johnson, 1998; Whitley, 1996). 
DISCUSIÓN
117
Otro de los factores determinantes en la infección es la cepa de HSV-1 utilizada, ya que las 
distintas variantes en los genes virales condicionaría su interacción con factores del hospedador, 
haciendo más o menos eﬁciente el proceso de infección. Los datos sobre las diferencias entre las 
distintas cepas de HSV-1 son escasos en la bibliografía. En este trabajo se han utilizado dos cepas 
comúnmente empleadas en experimentación: KOS y F. En un estudio ﬁlogenético reciente se han 
clasiﬁcado en dos grupos distintos en función de variaciones en las glicoproteínas que se encuentran 
en la región Us del genoma viral (Norberg et al., 2004). 
Los datos obtenidos en esta tesis demuestran que las cepas KOS y F presentan un comportamiento 
diferencial atendiendo a la virulencia asociada a la infección, con independencia de la ruta utilizada. 
Sin embargo, las diferencias entre las dos cepas son más signiﬁcativas en la ruta hematógena, puesto 
que la cepa F no produce en ningún caso signos de enfermedad tras la infección hematógena (en 
ninguna de las condiciones ensayadas) mientras que la cepa KOS presenta un alto porcentaje de 
mortalidad. En la ruta neural las diferencias entre KOS y F son de menor magnitud puesto que las 
dos producen los mismos síntomas de encefalitis, si bien la cepa KOS afecta a un mayor porcentaje 
de animales. Estos resultados concuerdan con los trabajos de Dix y colaboradores, donde la vía de 
inoculación parece tener un papel preponderante frente a la cepa utilizada (Dix et al., 1983). La 
virulencia de las distintas cepas está determinada por la capacidad replicativa del virus, el acceso al 
SN y su relación con el sistema inmune. En este sentido, las cepas KOS y F diﬁeren en la secuencia 
de la glicoproteína B (Neumann et al., 2003) que se ha demostrado que interviene en la evasión del 
sistema inmune mediante su unión a las moléculas del MHC-II, lo que provoca el bloqueo de la vía 
de presentación de antígenos en células presentadoras. Por tanto, las diferencias entre KOS y F se 
producirán sobre todo a nivel de la evasión de los linfocitos T CD4+, que juegan un papel en regiones 
periféricas (Schmid y Rouse, 1992) siendo por tanto más evidentes sus diferencias tras una ruta de 
infección hematógena. 
La virulencia de las cepas virales, así como el proceso de infección como consecuencia de la 
ruta utilizada, depende en gran medida de la relación del virus con componentes del sistema inmune 
(Schmid y Rouse, 1992). De igual modo, el estatus inmunológico del hospedador es decisivo en la 
regulación de los procesos de infección como ocurre en individuos inmunosuprimidos y en neonatos, 
donde el sistema inmune aún no está completamente desarrollado (Vollstedt et al., 2003), lo que 
permite que el HSV-1 siga una ruta hematógena de infección que podría producir patologías más 
severas. De este modo los individuos más vulnerables a la infección serán aquellos que muestren un 
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bajo estatus inmunológico, debido a numerosas causas, donde cabe destacar el declive del sistema 
inmune en individuos de edad avanzada (Dobson y Itzhaki, 1999) o mutaciones en factores genéticos, 
causando entonces la salida del virus del estado de latencia y la correspondiente reactivación. 
5.3. La evasión del sistema inmune: un proceso clave en los procesos de infección 
viral
El sistema inmune se divide comúnmente en dos ramas: la inmunidad innata y la adaptativa. 
Ante una infección viral la respuesta innata actúa con mayor rapidez, donde intervienen tanto células 
como los macrófagos, y mediadores solubles como los componentes del complemento. Posteriormente 
se activa la respuesta adaptativa mediada por anticuerpos y células como los linfocitos T y B. El 
HSV-1 ha desarrollado mecanismos para evadir al sistema inmune del hospedador que afectan tanto 
a la respuesta innata como a la adaptativa (Hill et al., 1995; Lubinski et al., 2002; Neumann et al., 
2003; Raftery et al., 1999; Yuan et al., 2006) (ﬁgura D3) lo que permite que la primoinfección por 
este virus sea de carácter asintomático (Whitley, 1996). De igual modo, el sistema inmune interviene 
en el mantenimiento de la latencia y en la contención de la reactivación viral (Decman et al., 2005; 
Miller et al., 1998), sin embargo, los mecanismos que rigen esta relación son menos conocidos. Se 
ha demostrado que los linfocitos T CD8+ o citotóxicos y las citoquinas de ellos derivadas, están 
implicados en el mantenimiento de la latencia del HSV-1 (Decman et al., 2005). Además, existe una 














Figura D3. Mecanismos de evasión 
del sistema inmune utilizados 
por el HSV-1. Se muestran en 
rojo los componentes del sistema 
inmune innato y adaptativo con los 
que interﬁere el HSV-1. Imagen 
adaptada de (Ploegh, 1998).
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et al., 2003), de modo que la evasión de la vigilancia del sistema inmune será clave en la infección 
del HSV-1 tanto en la primoinfección como en la reactivación.
El transportador asociado al procesamiento de antígenos (TAP) es una pieza clave en la vía de 
presentación de antígenos por el MHC-I. Estas moléculas son las encargadas de presentar los péptidos 
virales generados en las células infectadas a los linfocitos T CD8+ (York et al., 1994). Por tanto, la 
modulación de TAP inﬂuye en la expresión de las moléculas del MHC-I en la superﬁcie celular como 
demuestran varios estudios que correlacionan mutaciones que provocan una menor expresión de 
TAP con los bajos niveles de MHC-I [para una revisión (Lankat-Buttgereit y Tampe, 2002)]. Estas 
mutaciones se han relacionado con enfermedades de carácter auto-inmune que demuestran el papel 
fundamental de TAP en la regulación de la respuesta inmunológica (Fu et al., 1998; Gadola et al., 
2000). 
5.3.1. ICP47, la respuesta viral que bloquea TAP
La proteína viral ICP47, codiﬁcada por el gen de expresión inmediatamente temprano Us12, 
bloquea especíﬁcamente la ruta de procesamiento de antígenos acoplada al MHC-I mediante la 
inhibición del complejo TAP (York et al., 1994). Como consecuencia se produce una disminución 
de las moléculas de MHC-I en la superﬁcie celular que permite al HSV-1 evadir la vigilancia de los 
linfocitos T CD8+. Este mecanismo de evasión del sistema inmune será particularmente importante en 
aquellas regiones donde la actuación de estos linfocitos juegue un papel importante, como ocurre en 
el SN (Schmid y Rouse, 1992). Goldsmith y colaboradores demostraron que tras una ruta de infección 
ocular (en ratones BALB/c) virus deﬁcientes en ICP47 eran capaces de recuperar su neurovirulencia 
en ausencia de linfocitos CD8+ (Goldsmith et al., 1998). No obstante, en este trabajo no fueron 
exploradas otras rutas de infección, ni la relación de esta proteína viral con el complejo murino 
TAP.
Los resultados obtenidos en el presente trabajo muestran que los virus deﬁcientes en la proteína 
viral ICP47 son menos invasivos que la cepa salvaje HSV-1 F. Por tanto, la proteína ICP47 resulta 
necesaria para la infección, ya que el virus defectivo no es capaz de invadir ninguno de los órganos 
analizados.
Cuando se analizó la intervención de tap1 en la infección del HSV-1, se observó que la ausencia 
de TAP no provoca ninguna alteración en la invasividad de este virus, indicando la irrelevancia del 
TAP en la infección sistémica del HSV-1. Este efecto es consecuencia posiblemente de la baja aﬁnidad 
de ICP47 por el complejo murino (Ahn et al., 1996). 
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El análisis de los dos factores, ICP47 y tap1, se completó mediante la combinación de la 
infección del virus defectivo en ICP47 en ausencia de la proteína tap1. En estas condiciones, este 
virus es capaz de recuperar su infectividad, pero de forma restringida al sistema nervioso. Además, 
este efecto de recuperación aumenta en las regiones más próximas al encéfalo, de modo que en la 
médula espinal se aprecia una tendencia a la recuperación de la infección sin llegar a ser completa, 
mientras que en el encéfalo la recuperación de la infección es completa. Los ganglios trigéminos 
mostraron un comportamiento similar al observado en el encéfalo, lo que sugiere que el patrón de 
expresión del MHC-I probablemente sea similar a éste (Simmons y Tscharke, 1992). 
Estos resultados indican que TAP desempeña un papel crítico en la infección del sistema 
nervioso. En ausencia del transportador se produce una recuperación de la neuroinvasión del virus 
defectivo en ICP47, sugiriendo la interacción entre estas dos proteínas y conﬁrmando lo propuesto 
en estudios in vitro (Aisenbrey et al., 2006). La recuperación de la infección del virus defectivo en 
ausencia de TAP en, al menos, el SNC demuestra la integridad del virus para aquellos fenómenos no 
relacionados con ICP47, y hace innecesario el uso de un virus revertiente de la mutación en ICP47. 
5.3.2. TAP: una proteína encargada de la respuesta inmune 
Las diferencias en la infección del HSV-1 en función de la presencia/ausencia de ICP47 en el 
SN podrían deberse a dos factores: la especiﬁcidad de tejido, o a las diferencias en los niveles de tap1. 
De hecho, existen evidencias de que las células humanas presentan diferente sensibilidad a ICP47 en 
función del nivel de expresión de tap1 (Tomazin et al., 1996). 
Para discriminar entre estas dos posibilidades, se han analizado los niveles de tap1 en el 
encéfalo y en la glándula adrenal, dos órganos que exhiben un comportamiento radicalmente diferente 
en la infección y que además tienen distinta procedencia embrionaria. Los niveles basales de tap1 
entre estos dos tejidos diﬁeren en más de dos órdenes de magnitud, sugiriendo que los tejidos que 
expresan menores niveles de tap1, como ocurre en el encéfalo, son más vulnerables a la infección 
por HSV-1. 
Estos dos órganos, a pesar de mostrar una gran diferencia en los niveles basales de tap1 como 
consecuencia de la infección, presentan un comportamiento similar atendiendo a la sobrexpresión de 
tap1. De hecho, los niveles de tap1 aumentaron en al menos cuatro veces como consecuencia de la 
infección tanto en la glándula adrenal como en el encéfalo. Los ratones infectados con el virus defectivo 
en ICP47 no presentan un aumento en los niveles de tap1 en el encéfalo, si bien en la glándula adrenal 
este incremento es muy leve. Este hecho es probablemente debido a la baja infectividad de este virus 
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antes que a una activación directa de la expresión de tap1 por parte de ICP47. Se ha demostrado 
que como consecuencia de infecciones virales se producen citoquinas, como el IFN-γ, que provocan 
la sobrexpresión tanto de tap1 como de las moléculas el MHC-I (Ayalon et al., 1998; Neumann 
et al., 1997). Así, la sobrexpresión de tap1 parece ser un fenómeno generalizado que ocurre como 
consecuencia de una infección eﬁciente. 
En conclusión, estos resultados sugieren que órganos como el encéfalo (donde se expresan bajos 
niveles de TAP) se encuentran en mayor riesgo de sufrir una infección eﬁciente, y que ésta provoca 
un aumento de la expresión de tap1, indicando la ﬁna homeostasis entre el HSV-1 y la activación 
del sistema inmune. Asumiendo que existe una modulación similar de la vía de presentación de 
antígenos en ratones y en humanos, los efectos observados en la neuroinvasión se anticipan de mayor 
importancia en presencia del TAP humano, puesto que ICP47 se une con una aﬁnidad 100 veces 
mayor al complejo humano que al murino (Ahn et al., 1996). De hecho, en un trabajo epidemiológico 
realizado en nuestro laboratorio se ha demostrado la asociación de un polimorﬁsmo del gen TAP2 con 
la enfermedad de Alzheimer (Bullido et al., 2007), donde los individuos homocigotos para el alelo 
TAP2B, en presencia de APOE-ε4, presentan un riesgo de más de 14 veces de padecer esta enfermedad 
neurodegenerativa. Según los datos obtenidos en el presente estudio, el complejo TAP es una pieza 
fundamental en la respuesta del sistema inmune a la infección del SN por parte del HSV-1, de modo 
que ciertas isoformas de TAP podrían incrementar los niveles de virus en el SN aumentando el riesgo 
para padecer la enfermedad de Alzheimer. Además, estos polimorﬁsmos podrían ser determinantes en 
la reactivación del virus desde la latencia, donde la aﬁnidad de ICP47 por una variante alélica u otra 
podría condicionar la respuesta del sistema inmune a nivel de los linfocitos T CD8+, y así inﬂuir en la 
frecuencia o virulencia de la reactivación del HSV-1 en el SNC.
5.4. Generación de ratones transgénicos que expresan los genes del complejo TAP 
humanos 
De la potencial relación del HSV-1 con la enfermedad de Alzheimer se deduce que los genes 
que regulan la respuesta inmune son fuertes candidatos a ser factores de riesgo para esta patología, 
puesto que inﬂuyen en el estatus inmunológico del hospedador. Los genes del complejo TAP se 
localizan en la región cromosómica 6p21, que se encuentra muy cerca de un locus consistentemente 
asociado a esta enfermedad neurodegenerativa en diversos estudios de ligamiento genético, pero donde 
no se ha determinado con exactitud cuáles pueden ser los genes responsables de dicha asociación 
(Bertram y Tanzi, 2004). En este sentido, como se ha indicado anteriormente se ha demostrado que 
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el polimorﬁsmo TAP2B (en presencia del alelo APOE-ε4) constituye un factor de riesgo para la 
enfermedad de Alzheimer (Bullido et al., 2007). 
La generación de dos líneas transgénicas dobles que expresen el complejo TAP humano 
conteniendo diferencialmente al polimorﬁsmo TAP2B frente al alelo mayoritario en la población, 
TAP2A (Faucz et al., 2000), permitirán llevar a cabo el estudio in vivo de la relación del HSV-1 
con el complejo humano y así dilucidar cuáles son los mecanismos moleculares responsables de la 
asociación de estos polimorﬁsmos con la enfermedad de Alzheimer. Además el efecto sumatorio de 
TAP2B y APOE-ε4 se podrá estudiar en estos ratones puesto que en el ratón el gen ortólogo del APOE 
coincide con la variante ε4 en los residuos que determinan sus polimorﬁsmos (Rajavashisth et al., 
1985). 
En el presente trabajo se ha demostrado que la relación del TAP murino e ICP47 es fundamental 
en la infección del sistema nervioso. No obstante, los efectos observados en la neuroinvasión serán 
presumiblemente más evidentes en presencia del TAP humano puesto que ICP47 muestra una 
aﬁnidad 100 veces mayor en relación al complejo murino (Ahn et al., 1996), de modo que los ratones 
transgénicos generados son una herramienta muy útil para llevar a cabo un estudio de la relación de 
TAP humano con ICP47 en un contexto ﬁsiológico, puesto que hasta el momento la relación de estos 
dos factores se ha desarrollado exclusivamente en modelos in vitro (Fruh et al., 1995; Jugovic et al., 
1998; Tomazin et al., 1998; York et al., 1994).
Como se ha postulado en el apartado anterior, la base molecular de la asociación de TAP2 
con la enfermedad de Alzheimer podría ser debida a la relación de ICP47 con las diferentes variantes 
alélicas de TAP2, haciendo a los portadores de la isoforma TAP2B más vulnerables a la infección. Para 
la generación de estos ratones transgénicos se eligió una estrategia donde la expresión del transgén 
estuviera restringida al sistema nervioso puesto que la relación de ICP47 con TAP ha demostrado ser 
más relevante en este tejido. Además, el SN presenta especial relevancia en este estudio puesto que los 
ratones generados se utilizarán como modelo para abordar el análisis de un proceso neurodegenerativo 
como es el alzhéimer. Para su construcción se utilizó el vector de expresión neuronal MoPrP.Xho 
(Bendheim et al., 1992; Borchelt et al., 1996), en el que se mantienen el promotor y las secuencias 
reguladoras del gen murino de la proteína prión (prnd), así como las señales de procesamiento del 
mRNA, que aseguran la correcta expresión del transgén (Borchelt et al., 1996) presentando un patrón 
de expresión similar al del prnd. 
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Para un correcto estudio de los procesos de infección es necesaria la disminución de la 
variabilidad genética asociada a la cepa de ratón utilizada. De hecho, se ha demostrado que existen 
diferencias signiﬁcativas en la respuesta a la infección del HSV-1 en función de la cepa de ratón 
utilizada (Halford et al., 2004; Kern, 1999; Lopez, 1975). Estas diferencias se deben en gran medida 
a variaciones en los genes del sistema inmune, en concreto al locus del complejo H-2 (homólogo 
al HLA humano), donde se encuentran los genes responsables de la presentación de antígenos, de 
modo que se ha minimizado la variabilidad asociada a los genes que inﬂuyen en el sistema inmune 
puesto que estos ratones constituyen una herramienta con la que se pretende abordar el estudio de 
dos polimorﬁsmos del gen TAP2. Por tanto, durante un periodo de dos años se han llevado a cabo 
al menos 6 cruces con la línea congénita C57BL/6J que ha permitido obtener líneas transgénicas 
con un porcentaje de más del 98% de fondo genético C57BL/6J que se consideran líneas congénitas 
incipientes. 
Adicionalmente, los dos últimos cruces se han realizado con la línea B6.129S2-tap1tmlArp/J 
(deﬁciente en el gen tap1) con objeto de eliminar el gen del tap1 murino en los ratones transgénicos. 
Con su eliminación se pretende conseguir la expresión únicamente de complejos TAP de origen 
humano, excluyendo así interferencias en el proceso de translocación de péptidos al lumen del retículo 
endoplásmico por la presencia del complejo murino. No obstante, podría establecerse una situación 
donde se formaran complejos TAP híbridos murino-humano mediante la estabilización de tap2 en 
presencia de la proteína humana TAP1, aunque la formación de este complejo sería presumiblemente 
menos eﬁciente, a pesar del alto grado de homología entre los genes de ambas especies. La detección 
de la proteína murina tap2, en el contexto de la ausencia del gen de tap1, sería indicativo de la 
estabilización de la proteína por parte de TAP1 humano como consecuencia del mecanismo de 
regulación descrito para la proteína tap2 (Keusekotten et al., 2006). 
Por último, el análisis de la expresión de los transgenes ha revelado la correcta expresión 
de las tres construcciones en el sistema nervioso central. Además, la comparación de los ratones 
B6.CBA-TAP2A(tap1ko) con B6.CBA-TAP2B(tap1ko) muestra un patrón homogéneo de expresión 
de TAP2 de modo que en el momento de la generación de las líneas transgénicas dobles, los niveles y 
la distribución del complejo TAP será similar, permitiendo la realización de un estudio comparativo 
minimizando diferencias causadas por una expresión diferencial del complejo en el organismo. 
Adicionalmente, se deberán realizar experimentos para completar la caracterización de las 
líneas transgénicas que afecten a la funcionalidad del complejo o el número de copias insertadas en 
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cada línea transgénica que podrían estar afectando al nivel de expresión.
La generación de los ratones transgénicos que expresen las distintas variantes del complejo 
TAP humano, en relación a los polimorﬁsmos del gen TAP2, permitirá la obtención de las herramientas 
necesarias para poder estudiar in vivo la relación de TAP humano con el HSV-1 y así abordar la 
asociación del polimorﬁsmo TAP2B con la enfermedad de Alzheimer. Además, estos ratones podrán 








1. En la infección hematógena la vía intravenosa es más eﬁciente que la vía intraperitoneal en 
la neuroinvasión del HSV-1. Las dos vías de inoculación muestran características similares en la 
sintomatología y en el patrón de infección del organismo, si bien la inoculación intravenosa provoca un 
adelantamiento de los síntomas de enfermedad y un mayor índice de mortalidad, que se correlaciona 
con mayores niveles de carga viral de HSV-1 en el sistema nervioso, y con la detección de antígenos 
virales en los encéfalos de ratones infectados. 
2. Las vías neurales intranasal y de abrasión del morro presentan características similares. 
La sintomatología producida tras las dos vías de inoculación demuestra que se afectan las mismas 
regiones del SN, sin embargo en la vía intranasal la incidencia de la encefalitis es mayor, lo que se 
correlaciona con mayores niveles de virus en el SN de estos ratones indicando que la vía intranasal 
es más eﬁciente que la de abrasión del morro. Las diferencias en la infección durante la fase aguda 
no se vieron reﬂejadas en la latencia, donde ambas vías presentaron cargas virales similares que se 
detectaron exclusivamente en los ganglios trigéminos y en el mesencéfalo. 
3. La secuencia de colonización del organismo por el HSV-1 en la ruta neural es inversa a la 
seguida por el virus en la infección hematógena. En la ruta neural el HSV-1 accede al SN a través 
del ganglio trigémino desde donde alcanza el mesencéfalo y desde aquí el diencéfalo que, a través 
de las conexiones del tálamo conecta con la corteza y el cerebelo. A través de las neuronas post-
ganglionares de la médula espinal el HSV-1 infecta órganos periféricos como el ovario y la glándula 
adrenal que permiten que el virus alcance ﬁnalmente el torrente sanguíneo. 
4. La ruta hematógena es más eﬁciente que la neural en la infección del SN. Las dos rutas 
presentan cuadros sintomáticos diferentes, así como patrones de distribución distintos. Los ratones 
infectados por la ruta hematógena presentaron una mayor mortalidad que se correlaciona con niveles 
más altos de carga viral en el SN lo que dispone al hospedador a una situación más vulnerable frente 
a la infección.
5. La cepa viral HSV-1 KOS es más virulenta y más invasiva que la cepa HSV-1 F. La infección 
con la cepa KOS presenta una mayor virulencia en todas las condiciones de infección ensayadas. KOS 
es una cepa más invasiva que provoca mayores niveles de carga viral en el SN independientemente 




6. La proteína viral ICP47 es esencial en la invasión del virus. El virus ΔICP47, deﬁciente en la 
proteína ICP47 es menos invasivo en relación a la correspondiente cepa parental en todos los órganos 
analizados. 
7. La infección del HSV-1 provoca la sobrexpresión de tap1. Como consecuencia de una infección 
eﬁciente se produce una sobrexpresión de al menos 4 veces en los niveles de la proteína tap1 en los 
órganos analizados. Este fenómeno ocurre en dos órganos que muestran un comportamiento diferente 
en la infección y de distinta procedencia embrionaria como son el encéfalo y la glándula adrenal, lo 
que indica que es un fenómeno generalizado.
8. La recuperación de la infección depende de los niveles basales de tap1. La expresión basal 
de tap1 en el encéfalo es, al menos, 100 veces menor que en la glándula adrenal, de modo que este 
tejido es más vulnerable a la infección del HSV-1 evidenciando la ﬁna homeostasis entre el TAP y la 
proteína viral ICP47. 
9. Se han generado tres líneas transgénicas de ratón que expresan los genes TAP1A, TAP2A y 
TAP2B en ausencia del tap1 murino. Mediante el uso de un vector de expresión neuronal se han 
obtenido tres líneas transgénicas que expresan correctamente los genes TAP1A, TAP2A y TAP2B en 
el SN de estos ratones.
 El conocimiento de los parámetros que inﬂuyen en la patobiología del HSV-1 es esencial 
para desvelar los mecanismos que establecen la relación entre este patógeno y la enfermedad de 
Alzheimer, donde la generación de un modelo in vivo permitirá llevar a cabo el estudio de la relación 
de los factores genéticos asociados a la demencia con las condiciones que sitúan al hospedador en una 
posición más vulnerable frente a la infección del HSV-1. La generación de las tres líneas de ratones 
transgénicos permitirá su utilización para el estudio de otros procesos patológicos a los que se ha 
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